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Informe

El trabajo desarrollado en la Universidad de Antwed es una investigación sobre un medicamento para la cicatrización de las heridas, es decir un medicamento sólo PARA USO EXTERNO y no interno como se utiliza comúnmente en Ecuador en el pueblo Shuar.
La investigación se dirigió a esta sustancia cicatrizante porque
el proceso bioquímico de la cicatrización incluye la proliferación de
células que van a substituir a las dañadas por un evento traumatizante.
Actualmente, comprender el mecanismo que hace reproducir
células en un momento dado (en este caso sólo cuando hay una herida), significa dar un paso adelante en la comprensión de los mecanismos que provocan el tumor (proliferación incontrolada de células).
En la primera parte de la investigación se buscó un componente cancerígeno ya encontrado en otros extractos de plantas de la familia de las Euphorbiaceae a la cual pertenecen también las plantas
de donde se saca la “sangre de drago”.
Este producto cancerígeno, DITERPENE, no se ha encontrado
y se excluye, entonces, una actividad cancerígena por parte de la sangre de drago (p. 67).
En la segunda parte del estudio ha sido analizada la separación
por vía química de los elementos que componen la sangre de drago.
Los resultados dan una parte mayor de polifenoles, un alcaloide
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(TAPSINA), ya encontrado por otros autores, la 4’,0, metilcedrusina
y la 3’,4,0, dimetilcedrusina.
La tercera parte del estudio se propuso comprobar, in vitro, las
características cicatrizantes de los productos: TAPSINA, 4’,0, METILCEDRUSIN, 3’,4, DIMETILCEDRUSIN.
Se realizó un cultivo de varias células (HUVEC, HRPE, HFIB)
con concentraciones variables de los tres productos.
El resultado dio como sustancia activa de la sangre de drago en
la 3’,4’ dimetilcedrusin a través de su poder en el proteger de las células existentes y no por el hecho de ayudar a la proliferación de células.
Este último es un hecho importante porque demuestra que el
producto alarga la vida de algunas células (protege de la disgregación) y por otro lado no estimula la proliferación celular (pp. 175214). La Tapsina se ha detectado como producto citotóxico desde
una cierta concentración por arriba y se conforma como producto
indeseable (pp. 101-214).
En la cuarta parte de la tesis se experimenta la eficacia de la sangre de drago pura del extracto 3’, dimetilcedusin y tapsina en el proceso de cicatrización de heridas en ratas vivas.
Las conclusiones son que la sangre de drago es la más eficaz. La
eficacia de la 3’,4, dimetilcedrusin es confirmada, pero no produce el
mismo efecto macroscópico de la sangre de drago pura (p. 209) y se
explica esto como una acción física de los polifenoles (el 90% de la
substancia seca de la sangre de drago son polifenoles) que provocan
la precipitación de las proteínas en la herida y entonces la aparición
rápida de una costra.
Concluyendo, se puede afirmar que la droga “sangre de drago”
es eficaz como cicatrizante y entonces sólo para uso externo, remedio que no contiene compuestos cancerígenos (p. 67) sino sólo un
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alcaloide, Tapsina, altamente citotóxico (extracto con una solución
de cloroformo–diuetilamina CHC1 +CH –CH –NH –CH –CH p.
159).
La comercialización de tal producto se podría canalizar hacia
dos direcciones:
a) Vender el producto elaborado de tal modo que se concentren
más los principios activos. Esta vía necesita de un comprador
de productos semielaborados que puede ser una industria química o farmacéutica o de cosméticos.
b) Vender el producto, tal cual o sacando la Tapsina, como cicatrizante biológico–natural en tiendas especializadas (por ejemplo
las del CTM de Italia o parecidas).
Davide Marcolin
Voluntario MLAL/Bolivia
La Paz, 12 de enero de 1993

1. INTRODUCCIÓN

1.1 Etnofarmacología y desarrollo de la droga
Las plantas han proveído al hombre de drogas útiles y probablemente continuarán haciéndolo. Muchas de las drogas que provienen de las plantas, generalmente en uso, son prototipos, tales como
la adropina (agente anticolinérgico) y la morfina (analgésico). Muchas sustancias biológicamente activas, provenientes de las plantas,
que no han sido útiles como drogas per se, son modelos para síntesis o modificaciones estructurales que resultan en la producción de
drogas útiles. Los métodos tradicionales de curación basados en las
plantas son las terapias principales usadas por el 80% de la población mundial de acuerdo con la Organización Mundial de la Salud
(OMS) (Farnsworth, 1990). A las plantas predilectas se las conoce en
la medicina tradicional como las fuentes principales de la terapia de
la droga. Si uno está interesado en el desarrollo de la droga usando
plantas como ingredientes principales, éstas, usadas en la medicina
tradicional deberían tener una mayor oportunidad de brindar drogas útiles en lugar de las plantas recogidas al azar. Por esto es necesaria una apropiada recopilación e información documentada sobre
el uso de las plantas medicinales recogida directamente por practicantes o usuarios de la medicina tradicional.
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La Etnofarmacología puede ser definida como “la exploración
científica interdisciplinaria de agentes biológicamente activos tradicionalmente empleados u observados por el hombre” (Bruhn y
Holmstedt, 1981). Ésta es un área multidisciplinaria de investigación, en lo concerniente a la observación, descripción e investigación experimental de drogas nativas y sus actividades biológicas. La
parte de observación es llevada más a menudo por los etnobotánicos en su campo de trabajo, interesados no solamente en los usos de
plantas medicinales por culturas indígenas, sino también en cualquier uso económico de las plantas. De acuerdo a la OMS, medicina
indígena o tradicional es un término usado para describir la práctica ancestral propia a la cultura del cuidado de la salud que existió ya
antes de la aplicación de la ciencia a las cuestiones de la salud en medicina científica moderna. La medicina tradicional en lo que se refiere a observaciones o afirmaciones que generalmente no han tenido un entrenamiento médico-farmacológico, produce un material o
ritual con un efecto médicamente útil.
Inicialmente, dos drogas de la medicina tradicional de Sudamérica fueron seleccionadas para ser investigadas en este trabajo, siendo la extracción de las semillas del “árbol annatto” o “achiote” (Bixa
orellana L.) (Sección 1.2), y “sangre de drago” llamada también “sangre de grado”, preparada desde el Croton sp. (Sección 1.3). Ambas
preparaciones son usadas por sus propiedades de curación de heridas (Meléndez, 1989; Vaisberg y col., 1989; Bettolo y Scarpati, 1979).
El proceso de curación de heridas es discutido brevemente en la sección 1.4.
La finalidad de los fitoquímicos de hoy día no debería ser simplemente aislar, caracterizar y publicar originales de estructuras naturales. Para ser significado y significante, los productos químicos
naturales deberían incorporarse rutinariamente a bioensayos. Los
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extractos deberían ser probados por actividades biológicas selectivas, los extractos activos sujetos a bioensayos guiados de fraccionamiento, y solamente los compuestos bioactivos aislados e identificados. Esto envuelve una combinación de técnicas de separación (cromatografía, sección 2.1); métodos estructurales de elucidación (espectroscopia, sección 2.2), y bioensayos (métodos biológicos, sección 2.3). En este trabajo hemos escogido el siguiente acercamiento
(Vlientinck, 1987; McLaughlin, 1991).
Por lo que el gen Croton pertenece a la familia Euforbiaceae, la
posibilidad de que la sangre de drago contenga irritantes y ésteres
diterpenes que promuevan los tumores no podría ser excluida
(Evans y Taylor, 1983). Por esto, dichas compuestos han sido chequeados en una investigación fitoquímica preliminar (cap. 3). Debido al rol principal del endotelio en el proceso de curación de heridas, fueron usados bioensayos in vitro para la estimulación de células endoteliales para dirigir el fraccionamiento y el aislamiento de
los constituyentes biológicamente activos de ambas drogas tradicionales. Después de algunos experimentos preliminares para detectar
esta actividad biológica, la Bixa orellana fue eliminada, ya que el extracto probado no mostró estimulación de células endoteliales (ver
sección 4.1), solamente la sangre de drago fue seleccionada para una
investigación posterior.
1.2 El árbol annatto (Bixa orellana L.)
La Bixa orellana L. es un árbol conocido en Sudamérica como
“árbol annatto” o “achiote”, es la única especie de la Bixaceae. Su
nombre se debe a Francisco de Orellana, el conquistador que exploró primero el río Amazonas en 1541. La planta es originaria del trópico americano, pero ahora crece en muchos otros países, aparece
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como un arbusto alto o que crece como un árbol pequeño de 2 a 5
m de alto, dependiendo de la región ecológica y la edad de la planta. Annatto muestra un rango de variación desde árboles con tallos
verdes, flores blancas y vainas verdes, hasta árboles con tallos rojos,
flores rosadas y vainas púrpuras. Tiene hojas glabro–caudiformes y
al final de sus ramas cuelgan racimos capsulares cafés, frutos ovoides o esféricos con espinas carnosas. Contienen hasta 50 pequeñas
semillas forradas con una pulpa delgada, una capa resinosa o naranja brillante a una arila amarilla/roja, que se oscurece cuando las semillas son secadas (fig. 1.1).
Esta cubierta, la que contiene bixin, un ácido carotenoideo (fig.
1.2) es ampliamente usada por las comunidades nativas como una
pintura (Hart, 1964; Ingram y Francis, 1969). Los indígenas la
empleaban como una pintura de guerra o como un repelente de insectos. La pasta de annatto es además usada para proteger la piel de
excesivas quemaduras de sol. La Bixa orellana también se usa para
cosméticos, su sobrenombre es “pintalabios de planta–vaina” (Ohler, 1968). Suspensiones aceitosas preparadas de las semillas de Bixa
orellana son usadas tradicionalmente para el tratamiento de cortaduras y quemaduras (Meléndez, 1989). Esta última indicación en
particular nos guió para seleccionar la Bixa orellana como un tema
de investigación de este trabajo.
Los colores comerciales annatto, también conocidos como “orlean” y “roucou”, son obtenidos de la extracción de los pigmentos del
pericarpio de la fruta. Los extractos annatto que contienen bixin como la principal materia colorante, han sido usados por un tiempo
considerable en las industrias de comida, particularmente para la
coloración de la mantequilla, margarina y quesos (Preston y Rickard, 1980).
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Fig. 1.1 Bixa orellana L.
Dibujo botánico de la Bixa orellana L., la planta Annatto. A un retoño de la flor; B
botón; C estamen (a) vista de frente (b) de lado; D seccionada al través; E pistilo con
glándulas; F estigma; G ovario en sección longitudinal; H diagrama floral; J vista exterior de la fruta; K interior de la fruta; L semilla vista desde arriba; M vista de frente; N vista de lado; O semilla en sección longitudinal; P semilla en sección cortada.
(Engler, A. Die natürlichen Pfalanzenfamilien. Vol. III. Leipzig, 1895).

Fig. 1.2 Bixin
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1.3 Sangre de drago ( Croton sp.)
Este nombre es usado en la medicina tradicional de casi todos
los continentes, siempre se refiere a algo rojo, más o menos un líquido viscoso aunque indicando diferentes preparaciones.
El término latino “Sanguis Draconis”, para la sangre de drago,
indica la resina de los frutos de la Daemonorops draco (Willd) B; y
también llamada Calamus rotang var. Draco L. o Calamus draco
(Willd), es mencionada en la farmacopea belga, segunda edición,
publicada en 1906 (Val Hellemont, 1985). La sangre de drago puede
ser también obtenida de otras especies Daemonorops, incluyendo
Daemonorops didymophyllus Becc., Daemonorops micracanthus
Becc., Daemonorops propinquus Becc., (todas originarias de la península Malaya), y Daemonorops draconellus Becc., (desde Borneo).
Es usada principalmente como astringente. Ésta es llamada Sangre
de Drago de India Oriental, de India, de Asia o de Sumatra o alternativamente Sangre Turca, para distinguirla de otros tipos de sangre
de dragón (Irion, 1955; Hagers Handbuch der Pharmazeutischen
Praxis, 1977).
La sangre de dragón de las Canarias o Africana es producida de
la Dracaena draco L.; el árbol de dragón típico de las islas Canarias,
también llamado Dracaena ombel Kotschy et Peyr. (Etiopía, Egipto)
o Dracaena boerhavii Ten. (De los países mediterráneos). Otras especies Dracaena son usadas también para los mismos propósitos, incluyendo la Dracaena cinnabari Balf., Dracaena schizantha Bak.
(Sangre de Dragón Nubiana). Dracaena rubra Noronha (o Cordyline rubra Huegel), Dracaena australis (o Cordyline australis Hook. f.)
de Australia, Dracaena fragrans Gawl, y Dracaena steudtneri Engl.,
ambas de el Africa del Sur y el Este (Hagers Handbuch der Pharmazeutischen Praxis, 1977; Goovaerts 1980).
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La sangre de drago de América o de la India Occidental, o proveniente de Cartagena se produce del Pterocarpus draco L. (o Pterocarpus suberosus (Aubl) Pers.). Es usada como astringente. En Haití
la sangre de drago es obtenida de Pterocarpus gummifer. (Hagers
Handbuch der pharmazeutischen Praxis, 1979). En Perú la corteza
roja clara exudada de Pterocarpus amazonum es usada para el tratamiento de Leishmaniasis (Von Reis y Lipp, 1982). Esta es llamada
“sangre de grado”, que aparentemente es una etimología popular de
“sangre de drago”.
Finalmente, en la medicina tradicional de Sudamérica la sangre
de drago (o sangre de grado) es también obtenida de diferentes especies Croton, más comúnmente Croton lechleri L., Croton draconoides (Muell.) Arg., también clasificada como Croton palanostigma
(Klotzschs) y Croton erythrochilus (Muell.) Arg., todas del Perú.
También son mencionadas Croton panamensis (Panamá, Bolivia),
Croton salutaris Casar, Croton echinocarpus (Muell.) Arg., y Croton
paulinianus (Muell.) Arg. (del Brasil, “sangue de drago”), Croton
gossypifolius H.B.K. (Venezuela, Colombia, México), Croton occidentalis (Ecuador), Croton draco Schlect. (México), Croton hibiscifolius
Kth. (Argentina, Granada), Croton urucurana Baill. (Paraguay), Croton xalapensis H.B.K. (Guatemala, México), Croton erythraeum y
Croton polycarpum (ambas de América del Sur y Central) (Hoehne,
1939; Hagers Handbuch der pharmazeutischen Praxis, 1977; Bettolo y Scarpati, 1979; Von Reis y Lipp, 1982; Vaisberg y col. 1989; Cai y
col., 1991). Como consecuencia, puede ser muy dificultoso identificar correctamente la especie exacta de Croton, de la cual se obtiene
la sangre de drago, o establecer el origen de una preparación dada de
sangre de drago. Además, mezclas obtenidas de diferentes plantas
son usadas a menudo. Debe notarse que la lista de especies Croton y
otras plantas mencionadas arriba puede no estar completa, y que las
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otras especies relacionadas al mismo género pueden también ser
usadas para la producción de sangre de drago.
La sangre de drago peruana, ampliamente usada en la medicina popular local para la curación de heridas, será el tema de nuestras investigaciones. El nombre “sangre de drago”, cuando se mencione en los próximos capítulos siempre se referirá a la sangre de
drago peruana, obtenida de la especie Croton mencionada arriba
(Croton lechleri, Croton draconoides o Croton palanostigma y Croton
erythrochilus). Aparte de la curación de heridas, se ha sabido que los
indios peruanos usan sangre de drago producida como una savia
viscosa roja de la corteza del Croton lechleri, un árbol del valle amazónico alto, es cortada con varios propósitos medicinales incluyendo el reumatismo (Persinos-Perdue y col. 1979). Se ha sabido que la
resina de Croton palanostigma es un conocido agente antitumoral
(Hartwell, 1982). La meta de este trabajo ha sido: 1) investigar in
vitro así como in vivo la actividad de curación de heridas de la sangre de drago peruana del Croton sp.; 2) usar una guía biológica de
procedimiento fraccionario para el aislamiento y la caracterización
de los principios de curación de heridas; y 3) estudiar el mecanismo
de acción y las relaciones de estructura-actividad actuales mediante
la síntesis de compuestos relacionados.
1.4 Curación de heridas, factores de crecimiento y cáncer
El proceso de curación de heridas empieza inmediatamente seguido de la lesión de la superficie o cuando la proteína de la piel es
expuesta a la radiación, daño químico o temperaturas extremas.
Puede ser dividida en cuatro estados que se relacionan entre sí, incluyendo coagulación, inflamación, formación de un tejido granuloso, y formación de la matriz y su remodelación (Cheng y col.,
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1988; Clark, 1988). La cortadura del tejido resulta de la liberación de
los componentes de la sangre en el sitio herido, activación del recubrimiento de la costra y coagulación, incluyendo la formación de
trombina, la cual estimula la liberación de a-gránulos desde plaquetas agregadas. Estos gránulos contienen factores de crecimiento que
actúan localmente. Los factores de crecimiento pueden ser definidos
como los polipéptidos que estimulan la proliferación de las células a
través de uniones hacia receptores específicos de células membranosas de alta afinidad (Goustin y col., 1986). Asumen la difusión a corto alcance a través de espacios intracelulares y actúan localmente. La
combinación, concentración y precisión de los factores de crecimiento que son liberados y la activación del sitio de la herida regulan el complejo proceso de curación de la herida. Los procesos de
crecimiento liberados en el área traumatizada promueven la migración de las células dentro del área de la herida (quimiotaxis), estimulan el crecimiento de células epiteliales y fibroblastos (mitogénesis), inician la formulación de nuevos vasos sanguíneos desde células endoteliales (angiogénesis) y estimulan la formación de la matriz
y la remodelación de la región afectada.
Después de que el sitio de la herida ha sido esterilizado durante la inflamación, el tejido granuloso que consiste en una formación
densa de fibroblastos, macrófagos y neovasculatorios que están alojados en una matriz de fibras sueltas de colágeno, se forma el ácido
fibronectino e hyalurónico. En respuesta a ciertos factores de crecimiento, la proliferación de fibroblastos migra hacia el sitio de la herida, donde presenta diferentes fenotipos. Los fibroblastos primeramente asumen un fenotipo migratorio, después un fenotipo productor-colágeno, y finalmente un fenotipo contráctil. En el estado
contráctil, el llamado miofibroblasto se alinea a sí mismo a lo largo
del axis radial de la nueva matriz extracelular depositada dentro de
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la herida, forma uniones célula–célula y célula–matriz para generar
una fuerza contractiva que ayuda a la cicatrización de la herida. Las
células endoteliales en la herida proliferan y forman nuevos vasos
sanguíneos para proveer al sitio herido con nutrientes y oxígeno.
Dentro de unas horas, la herida empieza la reepitelialización para
restaurar la integridad de la superficie dañada. La reepitelialización
inicia con la migración de células epiteliales desde los bordes del tejido a través de la herida. Dentro de 24 horas, las células epiteliales
en el borde original de la herida comienzan a proliferar, por esto se
generan más células para la migración. Una vez que la reepitelialización es completada, las células epiteliales revierten a su fenotipo no–migratorio y terminan juntas en la base de la membrana a través
del hemidesmosoma. La fase final de la curación de la herida es la reparación del tejido granuloso con el tejido conectivo, consta de una
estructura de colágeno y fibras elásticas que proveen al tejido de fortaleza y propiedades elásticas respectivamente. Entonces esta área
llega a saturarse con proteoglycanos y glycoproteínas. La remodelación envuelve la síntesis del nuevo colágeno y la degradación del antiguo (Ten Dijke e Iwata, 1989).
Los factores del crecimiento juegan un rol crucial en el proceso
de curación de heridas. La mayoría de los factores de crecimiento
fue nombrado a partir de su actividad biológica para guiar a su aislamiento, ej. EGF (factor de crecimiento epidermal), PDGF (factor
de crecimiento derivado de las plaquetas) TGF– (factor de crecimiento transformador–), FGF (factor de crecimiento de fibroblastos), e IGF (factor de crecimiento similar–insulina), todos estos son,
en efecto, familias de varios factores de crecimiento relacionadas.
Más tarde se encontró que varios de estos factores de crecimiento
son multifuncionales, no solamente que afectan al crecimiento de la
célula sino también a la diferenciación de la célula, embriogénesis,
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inflamación, reparación del tejido y a la respuesta inmune. Los factores del crecimiento están presentes en una variedad de tejidos, ambos adultos y embriogénicos y se piensa que son liberados por muchas, sino todas, las células en cultivo. Los receptores de la membrana para factores de crecimiento son también altamente ubicuos con
la mayoría de células que tienen receptores para más de un factor de
crecimiento. La multiplicidad de los factores de crecimiento en varios tejidos, la variedad del tipo de células específicas de los factores
de crecimiento, y el requerimiento para los factores múltiples de crecimiento para estimulación de tipos de células específicas, se supone que proveen de una fina sintonía de la proliferación relativa de
rangos necesarios para el crecimiento coordinado de las células, para formar tejidos durante el desarrollo y para mantener tejidos en el
estado adulto. Las aplicaciones terapéuticas potenciales de los factores de crecimiento, o químicos que imiten su acción, y la curación de
heridas, incluyen el tratamiento de quemaduras, heridas crónicas
que no se curan, incisiones quirúrgicas, úlceras, fracturas de huesos,
etc. (Goustin y col., 1986; Knighton y col., 1986; Brown y col., 1989;
Ten Dijke e Iwata, 1989).
Los estudios de la proliferación celular en animales y hombres
han mostrado que los tejidos normales pueden ser clasificados en
aquellos que constantemente renuevan su población (ej., médula del
hueso e intestino), aquellos que se proliferan lentamente pero pueden renovar su población en respuesta a la herida (ej., pulmones e
hígado), y aquellos que son estáticos (ej., nervios y músculos). La renovación de los tejidos representa una jerarquía de células producidas por diferenciación y división de la célula desde un pequeño número de tallos de células. Los tallos tienen una alta capacidad para la
proliferación de células, pero su rango actual de división de células
es generalmente bastante bajo en la ausencia de heridas del tejido o

24 / Luc Pieters

demandas. Los tallos de las células tienen dos funciones críticas.
Primero, puede generar una amplia familia de descendientes que
ejecutarán la función del tejido. Segundo, el tallo de las células puede demostrar la propiedad de renovarse a sí mismo de tal forma
que el número de ellos no sea reducido por el proceso de diferenciación. Los mecanismos moleculares que subrayan este control rígido se piensa que están basados en modulaciones hormonales que
actúan a través de mecanismos receptores en un modelo específicotejido.
El crecimiento del tumor es relacionado a cambios que se pueden heredar en el control de la proliferación de células y diferenciación. Los tumores humanos parecen ser monoclonales, sugiriendo
que estos nacen de una sola célula transformada. Dos teorías generales han sido propuestas acerca de la transformación original de la
célula que inicia un tumor. Primero un evento carsinogénico podría
ocurrir en una célula diferenciada de un tejido particular realizando
esta proliferación de la célula, aunque reteniendo su habilidad de organizar la diferenciación específica–tejido. La adquisición de modelos proliferativos en una célula diferenciada necesita el concepto de
“dediferenciación” y no existe evidencia convincente de que esto
ocurra. La teoría alternativa propone que los tumores nacen de
eventos carsinogénicos que ocurren en el tallo de la célula en un tejido particular. Las propiedades de los tallos de las células son tales
que no es necesario asumir la “dediferenciación” como un mecanismo de inducción del tumor. En cambio, se propone que los cambios
asociados con el atrevimiento carsinogénico causa un defecto en el
control de una función normal del tallo de la célula, renovación de
sí misma y diferenciación (Buick y Tannock, 1987).
Mucho del impulso para estudiar los factores de crecimiento ha
venido de asumir el que está relacionado con el cáncer. La pérdida o
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decrecimiento requerido para los factores de crecimiento específicos, los que pueden guiar a un provecho del crecimiento, es un encuentro común en muchos tipos de células cancerosas. Una de las
evidencias más convincentes que se refiere a factores de crecimiento
y al cáncer, ha llegado de trabajos recientes relacionados con oncógenos y factores de crecimiento. Las células dentro del cuerpo están
normalmente bajo un control cuidadoso para asegurar que el crecimiento de las células ocurre solamente cuando se requiere para el
desarrollo o para el mantenimiento del cuerpo. Las células en reposo pueden ser estimuladas para crecer por una variedad de factores
de crecimiento los cuales actúan sobre la superficie de las células receptoras para iniciar una síntesis del DNA a través de una cuidadosa respuesta celular al unísono. Esta habilidad de respuesta a las señales mitogénicas depende de un sistema complejo de señalización
que está codificado por un set de genes, los llamados proto–oncógenos. Cualquier defecto en estos proto–oncógenos nos guiará a la formación de oncógenos cuyos productos irrumpen en los mecanismos normales de control, guiándolos hacia el cáncer. En células normales estos genes son expresados, pero no resultan en el desarrollo
de malignidad. La manifestación de los proto–oncógenos está bien
controlada y parece jugar un rol en el crecimiento y desarrollo del
organismo (Berridge, 1984 a: Berridge, 1984 b; Stoscheck y King,
1986; Dickson y Peters, 1987; Minden, 1987).
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Fig. 1.3a.
La interacción de los factores de crecimiento con las células de objetivo
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Fig. 1.3b.
Posibles perturbaciones de los factores de crecimiento - caminos relacionados
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La interacción de los factores de crecimiento con células de objetivo, ilustradas en la figura 1.3a, encierra: 1) el factor de crecimiento en sí mismo, 2) un receptor en la membrana de la célula de objetivo y 3) un “segundo mensajero” para transmitir la señal del receptor al sitio de la manifestación del gen en el núcleo. Aunque el tercer
componente del sistema de control del crecimiento, los mensajeros
intracelulares, es menos entendido; el camino del fosfoinosítido, una
bifurcada señal multígrada del camino que emplea un inositolípido
como un substrato para generar dos mensajeros secundarios importantes, el inositol trifosfato y el diacyglicerol parecen estar relacionados con esto. Las posibles perturbaciones de los factores de crecimiento–caminos relacionados, que pueden guiar a una transformación maligna que incluye (véase fig. 1.3b): 1) la activación de la síntesis del factor de crecimiento autólogo (activación “autócrina”), 2)
síntesis de un receptor de factor de crecimiento alterado y 3) activación de un camino receptor–destino que sobrepasa el requerimiento del receptor del factor de crecimiento. Por ejemplo, los proto–oncógenos encodificados para una cadena de polipéptidos de PDGF, o
el receptor de la membrana celular de EGF, ya han sido caracterizados en ciertos virus (Heldin y Westermark, 1984; Goustin y col.,
1986; Buick y Tannock, 1987).
Parece como que la naturaleza empleara ambos genes, el estimulador de crecimiento y el inhibidor de los genes, para lograr el
complejo control que se requiere para el crecimiento normal, desarrollo y diferenciación. Hay evidencia, en aumento, de que además
de los genes que codifican los factores de crecimiento estimulatorio
y los oncógenos activados que causan el crecimiento de células aberrantes, existe un set de genes recíprocos (“anti–oncógenos”) cuya
función normal es inhibir el crecimiento de la célula y/o inducir a
las células a pasar a una diferenciación terminal. Las mutaciones de
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estos genes podrían también guiar a perturbaciones en el control del
crecimiento. Algunos de estos factores inhibitorios del crecimiento o
factores de diferenciación pueden ser lípidos en lugar de polipéptidos, desde que existe evidencia de que los prostaglánidos específicos
pueden inhibir el crecimiento de células tumorales o inducir diferenciación (Levine, 1982) agentes imitadores de la acción de los genes inhibitorios del crecimiento o que actualmente inducen su manifestación e incluyen, por ejemplo, retinoides, dimetylsulfóxido, ésteres diterpene tales como el 12–tetradecanoyl–forbol–13–acetato
(TPA) y mezerine, TGF–β e interferones específicos, ya que ellos
pueden en un sistema apropiado de células definir el crecimiento de
células tumorales y/o inducir a tales células a diferenciar. El encuentro de la malignidad puede ser revertido produciendo la diferenciación de las células cancerígenas y la consiguiente detención del crecimiento, y la posible existencia de los genes inhibitorios del crecimiento sugiere nuevas estrategias para la prevención del cáncer y su
tratamiento. El estudio de los factores del crecimiento, factores inhibitorios del crecimiento y agentes que inducen a la diferenciación
terminal pueden guiarnos a un mejor entendimiento de la bioquímica del cáncer y al desarrollo de nuevas drogas anticáncer en el futuro (Comings, 1973; Bloch, 1984; Green y Wyke 1985; Knudson,
1985; Sachs, 1986; Sager, 1986; Klein, 1987; Weinstein, 1987; Sager,
1989).
Así es probable que la búsqueda de nuevos componentes con
actividad curativa de heridas que implican ambas cosas, la estimulación del crecimiento de la célula y la inducción a diferenciación terminal, guíe a la caracterización de agentes que interfieren con el proceso de crecimiento de células y diferenciación, abriendo un amplio
margen de potenciales aplicaciones.
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2. MÉTODOS EXPERIMENTALES
2.1 Métodos cromatográficos
2.1.1

Líquido de vacío cromatográfico

El líquido de vacío cromatográfico (VLC) es una técnica de cromatografía líquida relacionada a la cromatografía de columna que
utiliza presión reducida al fondo de la columna para aumentar la velocidad del fluido a una fase móvil. Una importante ventaja sobre la
cromatografía rápida, donde la presión es aplicada al tope de la columna, es la gran versatilidad del sistema permitiendo el uso de diferentes solventes o una gradiente. Por otro lado, esto es prácticamente imposible para usar UV u otros sistemas de detección. El aparato usado en nuestro laboratorio ha sido descrito antes (Pieters,
1988; Pieters y Vlietinck, 1989), y es algo un poco más complicado
que los sistemas utilizados en la literatura (fig. 2.1) (Targett y col.,
1979; Pelletier y col., 1985; Pelletier y col., 1986; Coll y Bowden,
1986). Normalmente es usado un método de vacío paquete-seco. El
sorbente (gel de sílica 60, tamaño de la partícula de 0.015-0.040 mm,
Merck) es comprimido en un lecho duro bajo la influencia del vacío
(aspirador de agua). Una capa pre-absorbente (gel de sílica 60, tamaño de la partícula de 0.063-0.200 mm, Merck) es también añadida para proteger la superficie del sorbente, y asegurar que la muestra se mueva hacia la columna uniformemente como una delgada
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banda uniforme. La muestra es disuelta en un volumen mínimo de
un eluyente selectivo, por ejemplo un sistema solvente que encaja en
una capa cromatográfica delgada y aplicado todo de una sola vez. La
elución es ejecutada bajo el vacío. El rompimiento de la columna debido a la formación de burbujas se evita manteniendo solamente el
vacío mínimo requerido para un flujo adecuado del solvente. El
eluyente es recogido en la unidad receptora (I). Es llevado a una presión normal abriendo la perilla H a la atmósfera, mientras la perilla
G es cerrada (el eluyente es recogido en un receptor F). Cerrando la
perilla E, una segunda fracción puede ser recogida en reservorio D.
Después de que el frasco I es cambiado, la perilla H es abierta al vacío lo que resulta en una evacuación de la unidad receptora. Entonces son abiertas las perillas G y E y la elución continúa. Para mantener una adecuada proporción del flujo del solvente y vacío, la perilla H necesita ser abierta continuamente. El reservorio F puede ser
usado como un candado de presión para prevenir exposición directa de la columna hacia el sistema de vacío, así que solamente el mínimo vacío será mantenido.
2.1.2 Cromatografías de columna
La cromatografía de columna se llevó a cabo en gel de sílica 60,
tamaño de las partículas 0.040-0.063 mm ó 0.063-0.200 mm, Merck
con un apropiado sistema de solventes. La elución fue monitoreada
mediante una capa cromatográfica delgada.
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Solvente
Sorbente (0.063-0.200 mm)
Sorbente (0.015-0.040 mm)
Sorbente (0.063-0.200 mm)
Arena
Vaso de incrustación derretida (P4/9-15 micrón)

Reservorio

Perilla

Reservorio

Perilla

atmósfera
de vacío

Perilla atmósfera/vacío

Unidad receptora

Fig. 2.1 Aparato para líquido de vacío cromatográfico (VLC)

38 / Luc Pieters

2.1.3 La capa cromatográfica delgada (TLC)
Los platos de gel de sílica 60 F254, son precocidos con un indicador fluorescente con capa de grosor 0,2 mm (Merck), fueron usados
para una capa cromatográfica analítica delgada (TLC) para la preparación TLC de los platos precocidos de gel de sílica 60 F254, el grosor
de la capa 1 ó 2 mm (Merck), dependiendo de la cantidad de material a ser separado, fueron usados. Los sistemas solventes y los modos de detección fueron seleccionados de acuerdo a los productos
bajo investigación. Para la detección de alcoloides, el reactivo Dragendorff modificado de acuerdo a Munier y Macheboieuf fue usado.
2,5 gr de subnitrato bismuta fue disuelto en una mezcla de agua
(20 ml) y ácido acético (5 ml) (solución A). 4 gr de potasio yodado
fue disuelto en agua (10 ml) (solución B). Soluciones A y B fueron
mezcladas para formar una solución existente. El reactivo rociador
fue preparado mezclando 5 ml de la solución existente con 10 ml de
ácido acético y diluyéndolo con 100 ml de agua (Baerheim Svendsen
y Verpoorte, 1983).
2.2 Métodos espectroscópicos
2.2.1 Resonancia magnética nuclear (RMN) espectroscopio
2.2.1.1 Introducción
Durante la última década, el espectroscopio RMN ha sufrido
tremendos cambios. Los campos magnéticos aplicados han aumentado hasta 14,1 Tesla, correspondiente a 600 MHz en frecuencia protón, siendo esto proyectado hasta 700 MHz que se obtendrán en
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unos pocos años. Un avance más excitante fue la introducción de
una enorme variedad de experimentos bidimensionales RMN. Algunos métodos de una dimensión o bidimensionales RMN, que fueron usados en este trabajo, además de los ya comunes 1H y 13C RMN,
fueron discutidos brevemente en las secciones 2.2.1.2 y 2.2.1.3 ya
que en contraste a la espectroscopía 1H RMN la información obtenida en 13C RMN no depende del campo magnético aplicado, la espectra 13C RMN es fácil de guardar en un formato estándar de biblioteca. Por esto es posible construir amplios sistemas de base de datos
espectra para la interpretación automática de la espectra 13C RMN.
Este aspecto de la espectroscopía moderna se discutirá en la sección
2.2.1.4.
2.2.1.2 Giro-eco transformador Fourier (SEFT) RMN
El transformador Fourier de giro-eco (seft) secuencia de pulso,
mostrado en la figura 2.2 se usa para obtener información sobre el
número de parejas de protones en cada núcleo del carbón. Un pulso 13C de 90º es aplicado a la muestra y la magnetización se permite
para proceder libremente por un tiempo t. Un pulso 13C de 180º es
aplicado entonces y después de un tiempo posterior t la señal es detectada. Simultáneamente con la imposición de esta secuencia de
pulso los protones se sujetan a una separación de la banda amplia
durante uno de los tiempos de receso, y durante el período de detección. La secuencia de pulso giro-eco sobre sí misma, bajo condiciones de separación de la banda amplia, reenfoca la magnetización 13C
(primer tiempo de demora, de fase; segundo tiempo de demora:
reenfoque y formación del llamado “giro-eco”). Mediante la separación durante solamente uno de los tiempos de demora, la magnetización 13C se permite que sea modulada a través de un par de giro-
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giro hacia los protones. La dependencia de los vectores de magnetización múltiples de primer orden sobre el tiempo de demora t es
mostrado en la figura 2.3 para carbonos cuaternarios y grupos CH,
CH2 y CH3. Una representación gráfica es dada en la figura 2.4, dando la intensidad relativa a la magnetización 13C como una función
del .t.J (J = pareja C-H constante). Por ejemplo si un tiempo de demora t = 1/J es seleccionado, es posible distinguir en un solo experimento entre señales de cuaternarios y en el otro carbonos CH2 y
aquellos carbonos de CH y CH3, ya que para ambos grupos de resonancia una fase diferente de existe. Convencionalmente, grupos
CH y CH3, son representados con señales positivas y C y CH2 como
negativas.
En nuestro laboratorio, ahora usamos rutinariamente el método SEFT para grabar la expectra 13C RMN. Ambos métodos tienen
la misma sensibilidad, ya que el aumento de la intensidad de señal
debido al efecto nuclear Overhauser (NOE), que es obtenido durante una separación de banda amplia, se observa también cuando se
usa la técnica del SEFT. Obviamente para que el experimento sea
exitoso, los valores constantes de la pareja C-H en la molécula estudiada necesitan ser conocidos. Generalmente un tiempo de demora
1/J = 7ms, correspondiente a una constante de emparejamiento de
cerca de 143Hz, es seleccionada en nuestro laboratorio como una
meta. Las parejas 1JC-H son afectadas por la presencia de sustituyentes
electronegativos sobre carbonos alifáticos y también por la hibridación del átomo de carbono. Típicamente las parejas 1JC-H son cerca de
125 Hz (1/J = 8 ms) en sistema alifático (carbonos sp3) y cerca de
155Hz (1/J = 6.5 ms) en sistemas aromáticos. Si las constantes de pareja de 1JC-H en una molécula particular son muy diferentes una de
otra, sería necesario correr más de un experimento SEFT (Benn y
Günther 1983, Abraham y col., 1988; Sadler 1988; Atta-ur-Rahman
1989).
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Separación de parejas

Prendido

Apagado

Fig. 2.2 Secuencia de pulso para un transformador RMN Fourier de giro-eco

C

Único

CH

Doble

CH2

Triple

CH3

Cuádruple

Fig. 2.3 Dependencia de los vectores de magnetización de los múltiplos de
primer orden sobre el tiempo de demora t.
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Intensidad
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CH
CH2
CH3

Fig. 2.4 Intensidad relativa a la magnetización

13C

π

como una función de .t.J

2.2.1.3 Experimentos de correlación de cambio bi-dimensional
La más común de las técnicas 2D es correlacionar homonucleares y heteronucleares RMN 2D. Generalmente los experimentos de
correlación homonuclear son referidos como COSY (espectroscopia
de correlación), y las correlaciones heteronucleares como HETCOR
(correlación heteronuclear).
El diseño común de todos los experimentos multipulsos es la
secuencia de tiempo “preparación-Evolución-Detección” (fig. 25).
En las secuencias de multipulso 1D, tales como el método SEFT, discutidas en la sección previa, la señal receptora S (la inducción libre
declinatoria o FID) es solamente una función de la detección del
tiempo t2. En un experimento RMN 2D, el tiempo de evolución T1,
es una variable dentro de una secuencia de ciclos de pulso. Si sobre
n experimentos cada período de evolución es aumentado por un in-
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cremento constante del tiempo ∆t1, el receptor de señal también será dependiente en t1. Esta es una función de t1 y t2; S (t1,t2). Dos variables de tiempo implican que los datos tienen que ser transformados -Fourier dos veces, por ejemplo, con respecto a t1 y t2. Para mostrar en el gráfico el espectro RMN 2D, dos procedimientos están
normalmente en uso: el diagrama de barras, el cual es conocido como una medida de tiempo de relajación t1, y el diagrama de curva,
el que es una sección cruzada a través del diagrama de barras, paralelo al plano X,Y y a una altura escogida. Un diagrama de contorno
produce un diagrama arreglado claramente de unas líneas de contorno que son fáciles de analizar, particularmente para un espectro
de correlación.

Preparación

Evolución

Detección

Fig. 2.5 Secuencia de Tiempo “Preparación - Educación - Detección”

Correlación de cambio homonuclear
El experimento COSY consta de dos pulsos de 90º separados
por un período de tiempo t1 (fig. 2.6) por un sistema de giro AX (para ambos protones A y X) un experimento COSY puede ser explicado como sigue: cuando A y X no se juntan (J = 0 Hz), la manera en
que los vectores de magnetización giran hacia afuera depende de la
frecuencia Larmor de A solamente, después del pulso inicial de 90º.
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El segundo pulso de 90º es llamado pulso de “mezcla” y esencialmente mezcla los componentes de la magnetización transversa.
Causa una coherente transferencia entre señales de parejas, pero
porque A y X no son parejas este segundo pulso no tiene efecto en
la información contenida en la magnetización transversa. Por ello la
magnetización transversa no está afectada por ninguna demora de
tiempo antes del segundo pulso. En el espectrum COSY se observa
solamente el contorno con las coordenadas (δA,δA), y (δX,δX), las que
son llamadas alturas diagonales. Cuando X y A se juntan, resulta el
segundo pulso en la información de emparejamiento que es transferida entre los giros del nucleolo A y X, los vectores de magnetización
A que preceden en frecuencia VA son parcialmente transferidos a VX
mediante este segundo pulso, y esto precede al VX durante el t2. De esta manera la modulación de la magnetización transversa es dependiente de las frecuencias Larmor de ambas, A y X. Por ello el espectrum COSY del sistema pareja-giro AX consta de las alturas diagonales (δA,δA) y (δX,δX) y también (δA,δX) y (δX,δA). Estas alturas cruzadas indican que A y X se juntan.

Preparación

Evolución

1
Fig. 2.6 La secuencia de pulso “COSY”
“Preparación Evolución Detección”

Detección

2
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COSY es la principal técnica bidimensional usada en la elucidación de estructuras. Rastreando correlaciones mediante la identificación de alturas cruzadas en un espectrum COSY es una manera
directa y efectiva de identificar redes de electrones emparejados. Sin
embargo las correlaciones deben ser generadas mediante muy pequeños emparejamientos. En un espectro RMN ordinario unidimensional, los emparejamientos menores de la línea del ancho no
pueden visualizarse, y son ya sea no detectables, o evidentes solamente por un efecto de línea-ensanchamiento. En COSY los emparejamientos pueden generar alturas cruzadas aunque con una intensidad reducida. Esta propiedad es a veces útil, pero en otras ocasiones llega a ser una molestia ya que puede ser dificultoso determinar
si una correlación existe por el aparecimiento de una pareja de doble o triple-unión de un tamaño razonable o por algún emparejamiento muy pequeño de largo alcance. La detección de parejas de
largo alcance puede ser útil desde el punto de vista de determinación
de estructura, pero a menudo enfoca el problema de interpretar el
importante mapeo de los emparejamientos ambiguos y vecinos. Las
correlaciones debidas a los pequeños acoplamientos pueden ser atenuadas mediante el trabajo con disolución digital baja y tiempos
cortos de adquisición. La observación de una altura cruzada entre
dos nucleolos es una muy buena evidencia de que están acoplados.
La falta de una altura cruzada puede ser interpretada, sin embargo,
con precaución, ya que la fuerza de las alturas cruzadas puede variar
considerablemente por varias razones. En la práctica, la ausencia de
una correlación implica solamente que la altura cruzada concerniente puede estar bajo el nivel de contorno más bajo del diagrama
o por último bajo el ruido del espectrum (Benn y Günther, 1983;
Derome, 1987; Abraham y col., 1988; Atta-ur-Rahman, 1989; Derome, 1989).
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Correlación de cambio heteronuclear
El experimento 2D de correlación heteronuclear, a menudo referido como 1H, 13C-HETCOR para sistemas de emparejamiento
13
C/1H ha resultado también muy útil, ya que muestra directamente
cuantos protones se juntan a cuantos átomos de carbono. En este experimento los dos axis de frecuencias representan los cambios químicos de núcleos diferentes. Las alturas cruzadas con las coordenadas (δA,δX) se levantan entre el núcleo que participa y el emparejamiento de una unión. Carbonos cuaternarios, que no tienen ningún
protón añadido, no aparecen en este experimento como en el experimento homonuclear donde el emparejamiento giro-giro 1H-1H
provee de la facilidad de transferir la magnetización, en este experimento una-unión 1H-13C de emparejamientos es usada. Toda la
magnetización se origina cuando se polariza 1H, pero es detectada
como señal 13C. La secuencia de pulso básico de un experimento
RMN 2D heteronuclear correlacionado es mostrado en la fig. 2.7. El
concepto fundamental es el uso del período de evolución t1 para la
moción precesional de los giros 1H y la medida de grado de precesión con el canal 13C. El experimento es ejecutado de una manera similar al experimento COSY, con una única diferencia importante:
en un sistema de giro homonuclear, la función de emparejamiento
puede ser transferida de un giro a otro si están acoplados, sin embargo en el caso heteronuclear, más específicamente el caso 13C/1H el
desacoplamiento de la banda amplia es usada durante el periodo de
detección. Por ello, una demora adicional, que es llamada la hora
“mezcla” es requerida entre el periodo de evolución y el de detección, para permitir transferir la información entre los giros 13C y 1H.
La demora 1 debería ser puesta a 1/2J, en la mayoría de los casos
asumiendo un valor alrededor de 130-150Hz para J, correspondien-

∆
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∆

∆

te a 1 = 3-4 ms, será correcto, 2 puede ser usada para editar, si se
requiere, pero comúnmente es puesto a 0.3/J (cerca de 2-2,5 ms) para dar una intensidad razonable para los grupos CH, CH2 y CH3.
Preparación

A(1H)

Tiempo
de mezcla

Evolución

1

Detección

1

X(13C)

Fig. 2.7 El pulso de secuencia ‘HETCOR’
Detección

La aplicación más obvia de una correlación de cambio heteronuclear es la derivación de la asignación de un espectrum de carbono de aquel correspondiente con COSY para definir la firmeza de un
desconocido, ya que las propiedades de los dos tipos de espectra bidimensional son complementarias. COSY contiene la información
importante que une los fragmentos vía aparejamientos vecinos,
mientras que el experimento heteronuclear ciertamente será mucho
mejor dispersado. Aún si el espectrum 1H y (de aquí la diagonal del
espectrum COSY) aparece intratable, la parte del carbono del experimento heteronuclear puede ser usada como un punto de referencia bien definido, relativo a las asignaciones que puedan ser hechas.
Las correlaciones en el espectrum COSY pueden ser relacionadas a

48 / Luc Pieters

las correspondientes resonancias de carbón usando el espectro
HETCOR, y así, empezando desde un punto conocido, puede ser
posible ensamblar el esqueleto de una forma lógica. Aunque otros
experimentos tales como las transferencias coherencia-reposición o
INADECUADA (la cual es efectivamente un método de correlación
homonuclear para emparejamientos carbono–carbono) proveyendo en principio de una ruta más elegante a la definición del esqueleto del carbono, la práctica del uso combinado de COSY y HETCOR puede probar ser más efectiva en muchos casos.
Ya que el problema esencial de la elucidación de estructuras es
la interconexión de los fragmentos, un interés considerable se añade
a los experimentos que puedan alcanzar esta meta directamente. Este acercamiento factible es una correlación de cambio heteronuclear
a través de un amplio margen (ej.: una unión-dos y tres) de emparejamientos (largo alcance HETCOR). Este experimento debería correlacionar protones con sus vecinos “próximo-sino-uno”. El principio de generar una correlación a través de acopladores de largo alcance es similar a aquel aplicado para emparejamientos de uniónuno. Algunas demoras en la secuencia de pulso, (fig. 2.7) las que dependen sobre JC-H, son simplemente ajustadas para encajar las constantes relevantes de emparejadores directos. Por ello se pierde una
mayor señal a través de la relajación, y la sensitividad correspondientemente es más baja. Un experimento modificado, conocido como COLOC (correlación espectroscópica vía largo alcance de acopladores) incorpora algunas mejoras en el control del tiempo de la
secuencia de pulso que intenta reducir este problema. COLOC economiza una secuencia total de duración incorporando t1 dentro de
1 (fig. 2.8). Este experimento debería ser preferido para correlaciones de largo alcance. El mayor problema asociado con el salto de correlación química heteronuclear de largo alcance es su ambigüedad

∆
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que aparece porque las correlaciones pueden ocurrir a través de acopladores unión uno, dos, y tres, generando alturas cruzadas cuyas
intensidades son difíciles de predecir. A pesar de que las demoras en
la secuencia de pulso son optimizadas por pequeños acopladores,
debido a los acopladores de unión uno las correlaciones no tendrán
necesariamente una intensidad cero. Por ello también el espectro de
correlación de cambio heteronuclear normal debería estar disponible para identificar las correlaciones de unión uno. Otro problema
es el hecho de que las correlaciones de unión tres (o aún de más)
pueden estar presentes, mientras que algunas de las correlaciones de
unión doble pueden ser muy débiles o estar ausentes. A menudo se
prueba ser necesario el ejecutar el experimento dos veces, con demoras ajustadas para diferentes valores asumidos de las constantes
actuales de los acopladores (Benn y Günther, 1983; Derome, 1987;
Abraham y col., 1988; Atta-ur-Rahman, 1989; Derome 1989).
Separación de los acopladores
(decoplamiento)

Fig. 2.8 El pulso de secuencia ‘COLOC’

Un mejoramiento significativo en la sensibilidad de las correlaciones heteronucleares de unión uno y de largo alcance puede ser alcanzado si los roles de ambas dimensiones son intercambiados, esto
se logra ejecutando un experimento en el cual la magnetización 13C
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desarrolla durante las señales t1 y 1H que son detectadas durante t2
(espectroscopio heteronuclear RMN 2D detectado-1H). Mientras ha
sido un principio directo, estos experimentos se han ejecutado recientemente, en espectómetros comerciales. Esta versión de correlación de cambio químico heteronuclear incluye dos tipos: HMQC
(heteronuclear detectado-1H Coherencia Múltiple de Quantum) para dirección de correlación heteronuclear (unión uno) vía 1JC-H y
HMBC (heteronuclear detectado-1H Múltiple Conectividad-Unión)
para largo-alcance de correlación heteronuclear vía JC-H. Los experimentos heteronucleares inverso-detectados RMN 2D pueden proveer información estructural imposible de obtener hace algunos
años atrás sobre cantidades de miligramos de moléculas complejas,
y tamaño medio (Okuchi y Kohno, 1988; Atta-ur-Rahman, 1989;
Derome, 1989; Martin y Crouch, 1991).
2.2.1.4 Base de datos del espectro RMN 13C
La espectroscopia RMN 13C juega un rol importante en la elucidación de estructuras de componentes orgánicos, ya que permite
una visión directa dentro del esqueleto del carbono de un producto
desconocido. Durante las dos últimas décadas la base de datos del
espectro RMN 13C ha sido desarrollada para apoyar al espectroscopista en el proceso de elucidación de estructuras. Sin embargo la información es solamente útil cuando un buen Software de computadora está a la disposición para ingresar a la base de datos. Una base
de datos sofisticada de metodología de investigación puede a menudo reemplazar muchos de los tediosos trabajos manuales de interpretación del espectro.
A comienzos de la década de los setentas, Bremser y sus colaboradores (BASF Laboratorios de Investigación) empezaron a desarrollar una base de datos del espectro, probablemente el primer sistema
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de información universal de espectroscopia, el cual es conocido como Specinfo. Por varios años el proyecto BASF se ha concentrado en
la recolección de datos y desarrollo de Software para espectros RMN
13
C e IR. Más recientemente una compañía, Conceptos Químicos, fue
fundada para coordinar el desarrollo de Specinfo como un sistema
integrado para la grabación de datos RMN/IR/MS, su documentación e interpretación. Specinfo está disponible para el uso doméstico
y desde diciembre de 1991 para el uso en línea. Por varios años nuestro laboratorio ha tenido acceso a la línea, a través de la SNT Internacional, a la base de datos RMN 13C/IR, el representante de Specinfo. Esta base de datos es un instrumento útil para identificar las estructuras químicas orgánicas o subestructuras de la espectra 13C
RMN e IR. Contiene cerca de 102.000 espectros RMN13 (Ej.: cambios
químicos, condiciones experimentales, referencias bibliográficas, fórmula molecular y estructural, y también, mientras está a la disposición, constantes de acopladores y tiempo de relajamiento), y cerca
de 17.000 IR espectros. La base de datos RMN 13C/IR usa su propio
Software de información, los datos han sido agrupados de trabajos
no publicados pora la BASF y otros, también de catálogos sobre espectros y boletines. Varios campos están disponibles para investigaciones. Las diferentes opciones de investigación del menú principal
se muestran en la figura 2.9. El propósito de la opción de la “línea de
investigación” es buscar componentes tomando en cuenta su característica, línea espectral RMN 13C. Cada cambio químico puede ser
ingresado con la multiplicidad correspondiente, la intensidad requerida y la tolerancia individual. Las líneas tienen que ser ingresadas
una por una, y después de cada ingreso el sistema le da el número de
referencias que contiene todas las líneas menos una. Cuando se ejecuta una “investigación de nombre” o una “investigación de fórmula
molecular” el programa recupera todos los componentes que contienen una cadena dada de caracteres (fragmento del nombre) con su
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nombre o conteniendo los elementos requeridos respectivamente.
Otras opciones incluyen investigaciones similares (ingreso de un espectrum completo RMN 13C e investigación de los espectros que son
idénticos o similares al espectrum query), la interpretación del espectrum (fragmentos estructurales que se recuperan, llamados transcriptos, desde un set anteriormente guardado con unas líneas conocidas RMN 13C, encajando en el espectrum query), una construcción
de estructura y una investigación de subestructura (ingreso de una
estructura query e investigación de componentes que contienen subestructuras idénticas) así como construcción de estructuras y estimación del espectrum (estimación del espectrum RMN 13C para una
estructura propuesta). El programa “combinación lógica” permite
combinar sets de respuestas de diferentes opciones de búsqueda con
operadores boolean (Bremser y Reuder, 1987; Weller, 1991).
SISTEMA DE INFORMACION RMN 13C/IR

MENÚ PRINCIPAL
OPCIONES:
0. NOTICIAS
1. REPRESENTACIÓN DE DATOS
2. LÍNEA DE BÚSQUEDA
3. BÚSQUEDA DE NOMBRE
4. BÚSQUEDA DE FÓRMULA MOLECULAR
5. FORMULACIÓN DE UNA PREGUNTA Y BÚSQUEDA DE SIMILITUDES
6. CONSTRUCCIÓN DE LA ESTRUCTURA E INVESTIGACIÓN DE LA
ESTRUCTURA
7. COMBINACIÓN LÓGICA
8. CORREO
9. ALTO
10. PALANCA ENTRE RMN 13C E IR
FAVOR INGRESE NÚMERO DE LA OPCIÓN.
Fig. 2.9 Menú principal del RMN 13C/IR para STN
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Otra base de datos de espectro RMN 13C disponible en nuestro
laboratorio es el sistema CSEARCH, originalmente desarrollado por
Robien y sus colaboradores en la Universidad de Viena. Al momento nuestra versión de casa del sistema CSEARCH, instalado en un
computador VAX 780 (VAX/VMS 5.2) contiene alrededor de 25.000
RMN 13C espectra principalmente enfocados sobre productos naturales. Diferentes estrategias de investigación incluyen una investigación de lista de alto alcance (búsqueda de línea única, búsqueda de
línea múltiple sin ninguna dependencia de la secuencia de ingreso
de los valores de cambios químicos, modelos de espectros idénticos,
investigaciones similares, investigación de todos los grupos funcionales correspondientes a valores dados de cambios químicos), la investigación de fórmulas moleculares, la investigación de estructurasorientadas (exacta combinación para una estructura query, investigación de subestructura, cambio químico de alcance para un grupo
funcional, investigación para sistemas de anillo), estimación del espectrum, investigación de los nombres de componentes, investigación mediante CAS (Servicios Abstractos Químicos), número de registro, autor, literatura, etc. En general, el Software del sistema
CSEARCH es más flexible que la base de datos RMN 13C discutida
anteriormente. Recientemente el sistema CSEARCH ha sido combinado con la biblioteca Sadtler RMN 13C (juntos hacen unos ingresos
de cerca de 52.000 químicos) (Robien y col. 1991).
El uso de varias estrategias de investigación en la elucidación de
estructuras de componentes orgánicos naturales, y la asignación de
los RMN 13C espectra serán demostrados para ambos sistemas en el
capítulo 5.
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2.2.1.5 Instrumentación
Todos los espectros RMN 1H y 13C fueron grabados en un instrumento Jeol FX 200 equipado con un superconductor magnético
de 4,7 tesla. Este exhibe una frecuencia de resonancia estándar de
199,50 Mhz para 1H y 50,10 Mhz para 13C. Una probeta dual de 10
mm C/H fue usada para la observación de ambos núcleos. Los cambios químicos son reportados en ppm en la escala δ, relativa al tetrametilsilano (TMS, 0 ppm). Aunque este instrumento fue designado
antes de la introducción de las técnicas bidimensionales en espectroscopia RMN, hemos podido ejecutar experimentos de correlación homonuclear (COSY) y heteronuclear (HETCOR) usando más
bien un Software elemental RMN 2D y con una capacidad limitada
de espacios de memoria.
2.2.2 Otros métodos espectroscópicos
La cromatografía Gaseosa–espectrometría de masa (GC-MS). Todos los análisis GC-MS fueron ejecutados en un Hewlett–Packard
5890 A GC/5970 B cuadrípolo MS equipado con una unión–cruzada H.-P. 12 m x 0.203 mm de silicona metil fusionada con una columna capilar de sílica y un sistema de inyección de separación/menos separación, usando un modo de separación (20:1). La temperatura inicial del horno fue de 150ºC y programado hasta 275ºC a
10ºC/min (2’ de esperar el solvente, isotermal). El helio fue usado
como un llevador de gas a un fluido proporcional de 1ml/min. La columna fue insertada directamente dentro del MS. La adquisición de
datos y el reprocesamiento fueron llevados sobre un H.-P. 9816 estación de trabajo o un disco Winchester a 15 MB. Los espectra de masa EI (70 eV) fueron grabados, continuamente monitoreados desde
50 a 500 m/z (Laboratorio de Toxicología, Universidad de Antwerp).
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La espectrometría de masa (MS). El espectro de masa fue grabado sobre un híbrido VG 70-SEQ espectrómetro de masa (laboratorio Biomédico de Espectrometría de masa, Universidad de Antwerp). Los espectra de masa del impacto del electrón (EI) fueron
grabados en 70 eV. El bombardeo rápido de un átomo (FAB), los espectros de masa fueron grabados usando NOBA (meta-nitrobenzil
alcohol) como matriz.
La espectroscopia ultravioleta (UV). Los espectra UV fueron
grabados en un espectrofotómetro Lamba Perkin-Elmer 5UV/VIS
(Laboratorio de Toxicología, Universidad de Antwerp).
2.3 Métodos biológicos
2.3.1 Estimulación de células endoteliales (in vitro)
Para el bioensayo guiado de fraccionamiento del estracto de semilla de Bixa orellana y sangre de drago, y también para la evaluación de la actividad biológica de los componentes aislados, un sistema de prueba in vitro para la estimulación de células endoteliales fue
seleccionado como el modelo experimental más apropiado desde
que las pruebas dirigidas in vivo para la curación de heridas fueron
excluidas por razones prácticas (Vanden Berghe y col., 1992).
La importancia del endotelium en los procesos normales y patológicos tales como la hemostasis, trombosis y arterioesclerosis, angiogénesis, reparación de tejidos y crecimiento de tumores ha sido
ampliamente reconocida. En el crecimiento de células endoteliales
está envuelta también la curación de heridas. La influencia del fraccionamiento de la sangre de drago en el comportamiento de las células endoteliales humanas in vitro fue estudiada porque la reparación de heridas requiere también, entre otros procesos, la prolifera-
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ción de células y la formación de nuevos vasos sanguíneos de células endoteliales. El endotelium vascular, cubriendo el sitio interno
del sistema cardiovascular entero, está compuesto de una monocapa
de un grueso de 5 µm de células implantadas en una compleja matriz extracelular (ECM), la lámina basal. La célula endotelial vascular ha sido considerada como una célula dificultosa para el cultivo.
Las células endoteliales humanas requieren la presencia de altas concentraciones de suero en el medio de cultivo para un crecimiento
óptimo (Mason, 1979: Klein-Soyer, 1984).
Las células endoteliales fueron obtenidas de la vena del cordón
umbilical humano, como describen Jaffe y col. (1973) (HUVEC, células endoteliales de la vena umbilical humana). Las células fueron
cultivadas en un medio 199 (Gibco), suplementado con un 30% de
suero adulto humano con calor-inactivado (56ºC, 30 min), penicilina de 100 U/ml y gentamicina de 20 µg/ml, a 37ºC bajo una atmósfera humedecida conteniendo el 5% de CO2. Las células fueron alimentadas cada 4 ó 5 días con un cambio completo de un medio de
cultivo fresco hasta que la confluencia sea alcanzada. Para subcultivos, HUVEC fueron recogidas con tripsina al 0,05%, solución EDTA 0,02% (solución tripsina-EDTA, Gibco) y corte a un radio de 1:3
para inoculación dentro de los nuevos frascos de cultivo. HUVEC
fueron usadas a un radio de 2 a 4 en los experimentos.
En todos los experimentos de estimulación, las células fueron
subcultivadas en platos microtiter conteniendo un medio que no
permitía el crecimiento normal para que una estimulación potencial
sea más fácilmente detectada. En tal medio las células permanecen
vivas por varios días. En la presencia de solo 5% de suero humano
adulto, sin ningún agente estimulador adicional. HUVEC no multiplicó en medio 199 (control experimental negativo). Por el contrario, empezando con células 4 x 103 por fuente en el plato microtiter,
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una monocapa confluente conteniendo cerca de 2 x 104 células por
fuente fue usualmente obtenido después de 6 días en medio 199 con
un suero humano adulto al 30%, después de la tripsinización, dentro de un plato microtiter de fuente-96 (Costar) a una densidad de
4 x 103 células por fuente (fuente/0,3 cm2) en un medio 199 suplementado con suero humano adulto al 20% y 100 U/ml de penicilina. Después de 8 horas, las células fueron cuidadosamente lavadas
con el medio 199 y luego expuestas al mismo medio conteniendo
suero humano al 2% con o sin soluciones, para probar la estimulación de células endoteliales. El crecimiento de células fue evaluado
microscópicamente de manera periódica durante 6 días (Vanden
Berghe y col., 1992).
2.3.2 Estimulación de otros tipos de células (in vitro)
Ensayos similares in vitro fueron usados para las pruebas de
estimulación de otros tipos de células, incluyendo un pigmento de
células epiteliales de retina humana (HRPE), fibroblastos de piel humana (HFIB), y células de riñón de bebé hamster (BHK). Para cada
línea de células, a condiciones bien balanceadas, fueron escogidas
usando una concentración mínima de suero en un medio apropiado para detectar estimulación sin matar la inoculación–células
(Vanden Berghe y col. 1992).
El pigmento de células epiteliales de retina humana (HRPE). Las
células HRPE fueron recogidas de unos ojos humanos post-mortem,
obtenidos del Hospital de la Universidad de Antwerp (UZA-Bélgica). Los ojos, sin ningún desorden ocular conocido, fueron recibidos
en el laboratorio de 6 a 8 horas después de la muerte del donante y
procesados inmediatamente en un ambiente estéril de acuerdo a
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Mannagh y col. (1973). Las células fueron cultivadas en un medio
199, suplementadas con un 20% de suero fetal de ternera (FCS, Gibco) y 100 U/ml de penicilina, a 37ºC, bajo una atmósfera humedecida de 5% de CO2. El medio de cultivo fue cambiado después del tercer día y después una vez a la semana. Una vez que los cultivos primarios fueron confluentes, las células fueron disociadas con una solución tripsina-EDTA (Gibco) y un corte de un radio de 1,3 en un
medio 199 suplementadas con un 15% de suero fetal de ternera para un subcultivo de rutina. Los experimentos de estimulación fueron llevados de una manera similar como se describe para células
endoteliales. Las células HRPE (a una densidad de cerca de 3 x 103
células por fuente) y fueron expuestas a un medio 199 suplementadas por un 2% de suero fetal de ternera y las soluciones a ser probadas. El crecimiento de las células fue evaluado microscópicamente.
Fibroblastos de piel humana (HFIB). Los fibroblastos de piel humana de donadores normales fueron obtenidos en los Laboratorios
de Genética, Universidad de Antwerp (Bélgica). HFIB fueron subcultivados a un medio idéntico a las células HRPE. Los experimentos de estimulación fueron ejecutados a una densidad celular de cerca de 3 x 103 células por fuente en un medio de 199 suplementado
con un 2% de suero fetal de ternera y las soluciones fueron probadas. El crecimiento de la célula fue evaluado microscópicamente.
Las células de riñón de bebé hamster (BHK). Las células BHK
(clon 21) fueron compradas a los laboratorios Flow Inc. en el pasaje No. 66. Los cultivos confluentes fueron disasociados mediante la
exposición de la solución tripsina-EDTA (Gibco) por 2 a 3 min. a
24ºC. Cuando las células se rodeaban, la solución de tripsina-EDTA
fue cuidadosamente desechada y las células fueron resuspendidas en
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una mezcla de un medio modificado de Eagle de Dulbecco 1:1 (v/v)
(DMEN, Gibco) y un medio F-10 de Ham (DF, Gibco), suplementado con un 5% de suero de borrego recién nacido (CS, Gibco) y gentamicina de 20 µg/ml. Estas células fueron usadas para la incorporación de los estudios de timidine (ver la próxima sección).
2.3.3 Incorporación de timidine tritiado (in vitro)
Un aumento en la densidad celular (Ej.: crecimiento) debería
normalmente corresponder a un aumento de síntesis de DNA, caracterizado por una incorporación más alta de timidine dentro del
DNA celular de las células cultivadas. Por ello la incorporación de timidine tritiado puede ser usado como un index sensitivo de la proliferación celular.
Células endoteliales (HUVEC). Después de la tripsinización, los
HUVEC fueron resuspendidos en un medio 199 suplementado con
un 20% de suero humano adulto y penicilina de 100 U/ml, y luego
plantadas dentro de un plato de 48-fuente (Costar) a una densidad
de 10 x 103 células por fuente (1 cm2/fuente). 6 horas más tarde, las
células fueron lavadas dos veces con medio 199, y las muestras fueron probadas diluyéndolas en medio 199 con solo 2% de suero humano adulto añadido a las células (800 µl/fuente). Los platos fueron
incubados en una atmósfera humedecida que contenía un 5% de
CO2, a 37ºC por 90 horas. En este instante, 1 µCi de timidine tritiado (Amersham) fue añadido a cada fuente y los platos fueron reencubados por 6 horas a 37ºC. Después, las células fueron contadas y
el DNA extraído. Por ello, las células fueron lavadas dos veces con un
medio Plaisner (modificado de acuerdo a Hronovsky y col. 1975),
para remover residuos de timidine tritiado, y fijarlas en 0,5 ml de
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10% de ácido tricloroacético a 4ºC por 30 min., las densidades de las
células fueron estimadas contando el número de células debajo de
un microscopio invertido (Nikon). Después removidas con ácido
tricloroacético con 0,5 ml de 0,1% de sodio dodecilsulfato en 0,2N
NaOH que fue añadido a cada fuente. Los platos fueron incubados
a 60ºC por dos horas para solubilizar el DNA. El lysato fue mezclado con un coctel líquido de escintilización de 10 ml (Instagel,
Packard), y la radiactividad fue determinada en un contador escintilado líquido (Packard) y expresado como CPM (conteo por minuto).
Las células de riñón de bebé hamster (BHK). Las células BHK
(clone 21) fueron suspendidas en un medio DF suplementado con
5% de suero de borrego y gentamicina de 20 µg/ml, y plantadas dentro de un plato recubierto 48-fuente a una densidad de 4 x 103 células/fuente. Después de la incubación a 37ºC por 8 horas las células
fueron lavadas dos veces por un medio DF y refrescadas en un medio DF suplementado con transferina de 10 µg/ml (Gibco), insulina
de 5 µg/ml (Gibco) y gentamicina de 20 µg/ml, pero sin ningún suero (600 µl/fuente). Las células fueron mantenidas en esta condición
por 20 horas y entonces 200 µl de muestras diluidas para ser probadas fueron añadidas a las fuentes. Los platos fueron incubados en una
atmósfera unificada que contenía el 5% de CO2 y el experimento fue
continuado como se describe arriba para las células endoteliales.
Un conocido factor–crecimiento, bFGF (factor básico de crecimiento de fibroblastos), fue probado en este sistema, y se obtuvo
una curva normal de dosis-respuesta, todas las células crecieron mejor en la presencia de bFGF que en control, y monocapas completas
fueron encontradas con unas concentraciones óptimas de bFGF
(Vanden Berghe y col., 1992).
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2.3.4 Actividad de curación de heridas (in vivo)
Además de los sistemas de prueba in vitro, un modelo representativo in vivo fue también elaborado de los efectos de curaciones de
heridas con sangre de drago y los productos y fracciones obtenidas
de ella. Generalmente estos experimentos fueron llevados a cabo en
ratas femeninas Wistar (250-300 g), proveídas con comida y agua ad
libitum y mantenidas en jaulas separadas. Las ratas fueron anestesiadas con Hypnorm (100 µl/100 g peso del cuerpo), rasuradas y desinfectadas con 75% de etanol. Heridas circulares hechas con un diámetro de cerca de 3 cm fueron raspadas en la piel de la parte de atrás
de las ratas y entonces 2 ml de agua destilada hervida fue aplicada a
las heridas. El tratamiento empezó una hora después de que la herida fue hecha y consistió en aplicar 0,5 ml de ungüento o una solución conteniendo el producto o una fracción para ser probada dos
veces al día por 18 días, y después una vez al día. El resultado de cada tratamiento fue comparado con ratas. La curación de la herida
fue examinada diariamente y se tomaron fotos después de los 7, 14,
21 y 28 días de tratamiento. Especialmente el área y profundidad de
las lesiones y la evolución del proceso de curación en términos de
contracción de tejido y formación de costras fue seguido con precisión. Después de un mes todas las ratas fueron sacrificadas, el área
de herida de cada rata fue removida cuidadosamente y mantenida
en un 4% de formaldehído a 4ºC. Unos cortes fueron preparados
para evaluación microscópica.
2.3.5 Actividad antiviral, antimicrobial y anti–hongos
El comienzo de un programa para evaluar plantas más complejas para varias actividades quimioterapéuticas en laboratorios far-
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macológicos y de microbiología de la Facultad de Medicina (Universidad de Antwerp), que hace cerca de 15 años atrás ha permitido el
probar algunos componentes aislados de sangre de drago para actividades antivirales, antibacteriales y anti–hongos.
La actividad antiviral contra el herpes simple 1, Coxsackie B2,
sarampión Edmonston A, tipo de poliomielitis 1 tensión A/S3 y
Semliki forest L10 fue probada. Para las pruebas antimicrobiales y
antihongos, Bacillus cereus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus pyogenes, Proteus Vulgaris, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella tipo B, Enterobacter agglomerans, Staphylococcus aureus,
Mycobacterium fortuitum, las levaduras Candida albicans y los hongos Aspergillus fumigatus, Microsporum canis y Trichophytum rubrum fueron usados de acuerdo a procesos conocidos (Baldé, 1990).
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3. INVESTIGACIÓN FITOQUÍMICA DE LA
ACTIVIDAD DE LA SANGRE DE DRAGO EN
E S TE RE S DI TE RP E N E Q U E P RO M U E V E N
TUMORES
3.1 Introducción
La sangre de drago está preparada de varias especies Croton. El
gene Croton pertenece a la Euforbiaceae. Es conocido que muchas
especies, de la familia de la planta Euforbiaceae y Tymelaeaceae que
contienen ésteres diterpene promueven tumores que son derivados
de los parientes diterpene tetracíclico o tricíclico de alcoholes forbol, ingenol y resiniferonol que pertenecen a las series de diterpenes
tigliane, ingenane y dafane respectivamente (fig. 3.1). Aplicados sobre la piel, los ésteres diterpene tóxicos producen una intensa inflamación y en aplicación continua, por ejemplo sobre ratones, seguida de una dosis única, bajo dolor, de un carcinógeno, muestran una
actividad que promueven tumores. Están biológicamente activos en
dosis de submicrogramos y en una situación de exposición repetida
o crónica son factores carcinogénicos de riesgo de segundo-orden.
La exposición humana a ésteres diterpene que promueven-tumor,
que ocurren naturalmente, puede brotar por el uso de plantas que
contienen tales componentes en la medicina tradicional o de yerbas.
Se encontró que el Croton flavens L. estaba directamente envuelto en
la etiología del cáncer al esófago en la isla de Curazao. En esta área,
partes de esta planta son usadas a diario para una variedad de pro-
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Fig. 3.1 Parientes de diterpene de los hidrocarbonos tigliane, ingenane y dafane y
parientes prototipo de alcoholes forbol, ingenol y resiniferonol
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pósitos “un atractivo olor del arbusto que crece abundantemente en
la isla”. Las raíces son usadas como un sustituto de la goma de mascar y un té del arbusto, una bebida popular diaria es preparada de las
hojas jóvenes y de las puntas de las ramas. Estos hábitos locales proveen el fondo para la hipótesis etiológica de que una relación causal
puede existir entre el uso de Croton flavens y la inusual alta proporción de carcinoma al esófago en la isla, establecido dede 1920. En
1973, se encontró que el extracto de ambas raíces, y de las hojas jóvenes, así como de las puntas de las ramas de Croton flavens contenía y ésteres de diterpene que promueve-tumores del tipo tigliane
(Hecker, 1981; Evans y Taylor, 1983).
Este ejemplo provee una ilustración del hecho de que aún las
drogas tradicionales usadas en ciertas poblaciones por años o centurias pueden producir efectos dañinos de los que sus usuarios no están en conocimiento. Por si la posibilidad de que la sangre de drago
contenga ésteres diterpene que promuevan tumores, que no pueden
ser descuidados, decidimos examinar si es que tales componentes
estaban presentes en la sangre de drago antes de empezar un bioensayo-guiado del fraccionamiento.
3.2 Sección experimental
El fraccionamiento de la sangre de drago (fig. 3.2). La sangre de
drago fue comprada como un líquido viscoso, rojo obscuro, en Lima-Perú (1988). Después de secado-congelado, 272,5 gr de sangre
de drago arrojaron 40,0 gr de polvo seco (SDD-F). Un procedimiento de extracción general para ésteres diterpene fue aplicado (Evans y
Taylor, 1983; Bauer y col., 1983). El material secado-congelado fue
extraído exhaustivamente con acetona. El extracto de acetona fue
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evaporado hasta secarse bajo una presión reducida. El residuo fue
disuelto en 200 ml de una mezcla de metanol/agua (3/1) y esta solución fue extraída con n-hexano (1x200 ml) para remover los constituyentes altamente lipofílicos, por si estuvieran presentes. Después
de añadir un 1% de solución de cloruro de sodio (200 ml), la fracción metanólica-acuosa fue extraída 4 veces con volúmenes iguales
de éter dietílico. El éter dietílico fue concentrado bajo una presión
reducida a un volumen final de 200 ml lavado con agua (2x50 ml),
secado durante toda la noche con anhídrido de sulfato sódico, filtrado y evaporado hasta secarse. Este residuo, que debería contener los
ésteres diterpene que promueven-tumores, por si estuvieran presentes, fue analizado por el espectroscopio TLC, VLC y RMN. Todas las
fracciones acuosas fueron combinadas (cerca de 500 ml) y extraídas
con acetato etílico (4x250 ml). El acetato etílico fue evaporado hasta secarse bajo presión reducida (SDD-F-E). Finalmente el pH de la
fase de acuosa fue ajustado a 9-10 con amoníaco concentrado y extraído con cloroformo (4x500 ml). El cloroformo extraído fue evaporado a un volumen final de cerca de 50 ml y extraído con ácido
hidroclórico 1N (3x50 ml). La fase acuosa ácida fue lavada con cloroformo (1x50 ml), hecha alcalina (pH 9-10) con amoníaco concentrado, y extraído con cloroformo (3x150 ml). Las fracciones de cloroformo, conteniendo los componentes alcaloides, si estuvieran presentes, fueron combinadas, concentradas bajo presión reducida a un
volumen más pequeño, secadas toda la noche con anhídrido de sulfato sódico, filtradas y evaporadas hasta que estén secos bajo presión
reducida. Como una última fase de purificación, este residuo fue lavado a temperatura ambiental con metanol filtrado, y el residuo insoluble fue extraído con diclorometano que fue seguidamente evaporado bajo presión reducida hasta secarse (SDD-F-CMD, 3,8 mg)
(Vaisberg y col., 1989). Ese fraccionamiento fue analizado por el espectroscopio TLC y RMN.
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sangre de drago
congelado-secado
extracción con acetona
filtración
evaporación to dryness

extracto de acetona
disuelto en MeOH/H2O (3/1)
vs. n-hexano

n-hexano extracto
+ 1% NaCl solución
vs. éter dietil

extracto de éter dietil
VLC

SDD-X
vs. acetato etílico

extracto de acetato etílico
SDD-F-E
+ conc. amoníaco (→ pH 9-10)
vs. cloroformo

residuo acuoso
SDD-F-AR

extracto de cloroformo
purificación

SDD-F-CMD
Fig. 3.2 Fraccionamiento de sangre de drago (esquema I)
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La cromatografía de líquido de vacío (VLC). El aparato VLC usado en este trabajo ha sido descrito en la sección 2.1.1. La columna
consiste en gel de sílica de 25 gr y la fase móvil fue n-hexano/isopropanol (2/1). La elución fue monitoreada sobre TLC (ver abajo). El
fraccionamiento mostraba los puntos similares donde fueron combinados y se evaporó hasta secarse bajo una presión reducida. Estas
muestras fueron analizadas por el espectroscopio RMN 1H y 13C.
La cromatografía de capa delgada (TLC). El extracto de éter dietílico y las fracciones obtenidas por VLC fueron analizadas por TLC
sobre gel de sílica (ver también sección 2.1.3.) n-henaxo/isopropanol (2/1) y diclorometano/acetona (3/1) fueron usadas como la fase
móvil. Para visualización de los puntos, los platos fueron vistos bajo una luz UV a 254 nm, y en luz del día, después de poner spray con
ácido sulfúrico/metanol (1/1) y calcular los platos por 15 min a
110°C (Evans y Kinghorn, 1973; Bauer y col., 1983). El cloroformo
purificado extraído SDD-F-CMD fue analizado por el TLC sobre gel
de sílica usando cloroformo/aminodietyl (9/1) como la fase móvil.
Para visualización de los puntos los platos fueron rociados con el
reactivo Dragendorff (ver sección 2.1.3).
La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN). Las
muestras fueron disueltas en CDCI3 (99,8% D) y analizadas por un
espectroscopio 1H, 13C y SEFT 13C RMN, usando un tiempo de demora de 1/j = 7 ms para grabar el espectro SEFT (ver sección 2.2.1).
3.3 Resultados y discusión
La figura 3.3 nos muestra el cromatograma TLC usando n-hexano/isopropanol (2/1) como la fase móvil del extracto de éter dietílico y de las diferentes fracciones obtenidas de este extracto por el
VLC. Después de rociar con ácido sulfúrico/metanol (1/1) y calen-
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tamiento de los platos, el cromatograma mostró puntos púrpuras
hasta rojo-café cuando se veían a la luz del día. Cuando se consultó
la literatura disponible (Evans y Kinghorn, 1973), la posibilidad de
que la sangre de drago podría contener ésteres de diterpene que promuevan tumores podría no estar excluida, basada sobre la evidencia
TLC. Por ello el extracto de éter dietílico y las fracciones diferentes
de VLC fueron analizadas también por un espectroscopio RMN 1H
y 13C. Ninguna señal característica para este diterpene que promueve tumores (Evans y Taylor, 1983) fue encontrada en ninguna muestra del espectro RMN. Por ello concluimos que la sangre de drago no
contiene cantidades significativas de ésteres diterpene que promueven-tumores. Todas las fracciones VLC fueron mezcladas, excepto
por las fracciones de 9 a 13 (ver fig. 3.3). Estas fracciones juntas contenían cerca de 8 mg de un compuesto cromatográficamente puro
(0,003% calculado en la sangre de drago, 0,02% de material congelado-secado) (Rf = 0,20 usando n-hexano/isopropanol (2/1) como
la fase móvil), a la cual se le dio el nombre provisional de SDD-X.
Este compuesto será identificado más tarde como 3’,4-0-dimetylcedrusin (ver sección 5.1).
En el análisis TLC de un extracto de cloroformo purificado
(SDD-F-CMD) fue encontrado principalmente un compuesto positivo de Dragendorff, que mostró después ser el alcaloide taspina (ver
sección 5.2).
Las otras muestras obtenidas por fraccionamiento de sangre de
drago, descritas en la sección experimental, fueron guardadas para
pruebas biológicas (ver cap. 4).

extracto de
éter dietílico

Fig. 3.3 TLC de todas las fracciones obtenidas por el VLC del extracto de éter dietílico

número fracción (VLC)

comienzo

frente
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3.4 Conclusión
Basados en el TLC y especialmente en la evidencia RMN 1H y
13
C, aparece que la sangre de drago no contiene cantidades significativas o detectables de ésteres diterpene que promueven-tumores. Por
ello desde este punto de vista no hay razón para no promover o para restringir el uso de la sangre de drago en la medicina popular sudamericana. Durante el curso de este trabajo, esta conclusión fue
confirmada por Vaisberg y col (1989), que no observaron ninguna
actividad carcinogénica o que promueva tumor en la sangre de drago extraída del Croton lechleri, usando el sistema de doble estado del
génesis-tumor de la piel de ratón (Hecker, 1981), aún después de 17
meses de aplicación continua. En las próximas secciones trataremos
de proveer de bases científicas para el efecto supuesto de curación de
herida con sangre de drago y para caracterizar su principio de actividad.
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4. BIOENSAYO GUIADO DE
FRACCIONAMIENTO
4.1 El árbol Annatto (Bixa orellana L.)
4.1.1 Introducción
La materia colorante principal en annato, el extracto comercial
de semilla de Bixa orellana, es bixin, un C24-apocarotenoideo (metilo hidrógeno 9’-cis-6,6’-diapocaroteno-6,6’-dioato, ver fig. 4.1a). La
bixina fue el primer cis-carotenoideo que se dio naturalmente al ser
aislado de las fuentes naturales. Aunque fue el primer aislado, en
1875, no fue hasta 1961 que su estructura completa y estereoquímica fue establecida (Barber y col., 1960; Barber y col., 1961). La posición de la unión cis-doble fue más tarde confirmada mediante síntesis (Pattenden y col., 1970).
Extractos comerciales de las semillas Bixa orellana son preparados de la siguiente manera: a) lixiviar con agua o solución alcalina;
b) extracción con aceites comestiles o glycol de propileno o solventes volátiles como acetona, metanol o alcanos clorinatados, c) esterificación seguida de la extracción con solventes o aceites comestibles. En las preparaciones de annatto, se encontró que contenían bixin, todo-trans-bixino, los correspondientes ácidos dicarboxídicos
(norbixin) y la degradación de los productos (McKeown, 1961; McKeown y Mark, 1962; McKeown, 1963, McKeown, 1965; Reith y Gie-
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len, 1971, Preston y Rickard, 1980). Otros carotenoideos, incluyendo el caróteno-ß, criptoxantin, luteina, zeaxantin y metilobixin fueron tentativamente identificados usando dos TLC bidimensionales,
por co-cromatografía con compuestos auténticos (Tirmanna, 1981).
Recientemente, todos-trans (o todos-E-) geranylgeraniol, farnesylacetona, geranylgeranyl octadecanoato, geranylgeranyl formato, δ-tocotrienol y una apocarotenoide (metilo 8-oxo-9’-cis-8,6’diapocaroteno-6’-oato) (ver fig. 4.1 b-g), estos fueron aislados de las
semillas de Bixa orellana (Jondiko y Pattenden, 1983). Bixina pertenece a un grupo relativamente pequeño de apocarotenoideos naturales, cuya formación se piensa que ocurre por la degradación de
oxidativa-ß del pariente carotenoideo C40, que empieza en un extremo de la cadena de polyno, através de sus homólogos ácidos carotenales o carotenoicos. La hipótesis se apoya en las tantas veces del todo-transgeranylgeraniol, un importante precursor biogenético de
los carotenoideos (Thommen, 1971; Jondiko, 1983). Un esquema
general de la biosíntesis de carotenoideos y apocarotenoideos se
muestra en la figura 4.2.
La estimulación de células endoteliales en un sistema de prueba in vitro fue usada para el bioensayo guiado de fraccionamiento
del extracto de Bixa orellana ya que se reportó el uso de suspensiones aceitosas preparadas de las semillas de Bixa orellana para el tratamiento de heridas y quemazones en la medicina tradicional (Meléndez, 1989).
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Fig. 4.1

(a) Bixina
(b) todo-E-geranylgeraniol
(c) farnesylacetone
(d) geranylgeranyl octadecanoate
(e) formato geranylgeranol
(f) δ-tocotrienol
(g) methyl 8-oxo-9’-cis-8,6’-diapocaroten-6’-oate
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dimethylallyl pyrofosfato (C5)

+ isopentenyl pyrofosfato (C5)
geranyl pyrofosfato (C10)

+ isopentenyl pyrofosfato (C5)
farnesyl pyrofosfato (C15)

+ isopentenyl pyrofosfato (C5)
geranylgeranyl pyrofosfato (C20)

+ geranylgeranyl pyrofosfato (C20)
C40-carotenoideos

degradación oxidativa
apocarotenoideos

Fig. 4.2 Biosíntesis de los carotenoideos y apocarotenoideos
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4.1.2 Sección experimental
Extracción. Las semillas secas de Bixa orellana L. fueron obtenidas de R. Guerrero (Facultad de Farmacia, Dpto. de Ciencias Farmacéuticas, Universidad de Puerto Rico). Las semillas (50 gr) fueron
sacudidas con n-hexano (200 ml) por 4 h a temperatura ambiental.
El extracto hexano fue filtrado y evaporado bajo presión reducida
para dejar cerca de un gramo de una oleoresina (fracción BO-I). Las
semillas residuales fueron sacudidas con 200 ml metanol/diclorometano (1/1) por 4 a temperatura ambiental, y una vez más filtradas. El filtrado fue concentrado bajo presión reducida a mitad de su
volumen original y guardado a-25° en la noche. Después de la filtración del extracto frío se obtuvo un residuo de bixina casi puro (bixina: fracción BO-II; filtrado BO-III) la bixina fue identificada por
un TLC en gel de sílica usando cloroformo/acetona/ácido acético)
(75/75/1,5) como con la fase móvil, mediante co-cromatografía con
un ejemplo auténtico de bixina (Rf = 0,47) obtenida desde Roth,
Alemania.
Actividad Biológica. Las muestras BO-I, BO-II, BO-III y una
muestra auténtica de bixina fueron probadas para estimulación de
células endoteliales (ver sección 3.2.1). La concentración más alta
probada (ej.: la concentración final del medio de cultivo) fue de
0,1%. Una cantidad mínima de glicol polietileno (PEG) 400 fue usada, según la necesidad, para disolver las muestras, pero el medio de
cultivo nunca contuvo más de 2% PEG 400. Controles del experimento con 1% y 2% de PEG 400 en el medio de cultivo no revelaron
ningún efecto tóxico sobre las células.
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4.1.3 Resultados y discusión
De acuerdo a Jondiko y Pattenden, la oleoresina BO-I contiene
todos-E-geranylgeraniol como el constituyente principal; un constituyente menor es farnesylacetona. Después de la separación de la bixina (fracción BO-II) los otros componentes mencionados arriba
están presentes en la fracción BO-III. El análisis TLC de BO-I, BOII, BO-III muestra que el fraccionamiento de BO-III contenía aún
una cantidad significante de bixina. Ninguna de las fracciones BOI, BO-II, BO-III, como tampoco una muestra auténtica de bixina,
mostraron estimulación al crecimiento de células endoteliales en
nuestro sistema de pruebas.
4.1.4 Conclusión
El principal constituyente del extracto de la semilla de esta
planta, extracto de crudo de Bixa orellana y bixina, en nuestro sistema de pruebas, no muestra ninguna estimulación de crecimiento de
células endoteliales, por ello decidimos no investigar más.
4.2 Sangre de drago ( Croton sp.)
4.2.1 Introducción
Cuando comenzamos nuestras investigaciones, sólo teníamos
un pequeño conocimiento acerca de los constituyentes químicos de
la sangre de drago. El componente único que ha sido aislado de la
sangre de drago, preparado desde el Croton Lechleri, es el alcaloide
taspina. La estructura inusual de este componente se muestra en la
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fig. 4.3a. Las hojas y las ramitas de Croton draconoides se encontró
que contenían dos alcaloides aporfinos conocidos, taliporfinos y
glaucinos, y que se asumía que se relacionaban estructural y biogenéticamente a la taspina (fig. 4.3b y c). Sin embargo el látex de esta
planta no contenía taliporfina o glaucina, sino solamente taspina
(Persinos-Perdue y col., 1979; Bettolo y Scarpati, 1979; Southon y
col., 1989). Una investigación farmacológica preliminar sobre hojas
y látex extraído del Croton draconoides parecía confirmar una actividad real de curación, relacionada al alcaloide contenido (Bettolo y
Scarpati, 1979).
En 1989, durante el curso de nuestras investigaciones, la taspina fue reportada como el principal activo de la sangre de drago. A
pesar de que no tiene ningún efecto en la proliferación de células, la
taspina hidroclórida se descubrió que aumentaba la migración de fibroblastos en la piel in vitro. Una “herida” fue hecha mediante el raspado de una monocapa de células y entonces el número de células
que migraban a las áreas blancas de esta “herida” fueron contadas.
Los autores sugirieron que este efecto sería el responsable para la actividad de la curación de heridas con la sangre de drago y la taspina,
observadas in vivo, este efecto in vivo de curación de herida fue medido como el rompimiento de la fortaleza de la herida, necesario para abrir una herida (1 cm de incisión) de unos ratones tratados localmente con sangre de drago o una solución hidroclórida de taspina y comparados con ratones maltratados. Este modelo experimental in vivo fue usado para guiar el fraccionamiento de la sangre de
drago resultante en el aislamiento de la taspina como el principio
activo (Vaisberg y col., 1989).
En este trabajo hemos usado un sistema de pruebas in vitro para la estimulación del crecimiento de células endoteliales, para el
bioensayo guiado de fraccionamiento de la sangre de drago, descri-
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Fig. 4.3a Taspina

Fig. 4.3b Thaliporpina

Fig. 4.3c Glaucina
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to en esta sección, y un modelo experimental in vivo para establecer
el efecto de curación de heridas sobre ratas. El resultado de estos experimentos in vivo serán discutidos en el cap. 8. Debido a la compleja composición del látex y su tendencia a dar emulsiones y espuma,
hemos llevado a cabo dos procedimientos separados de fraccionamiento, algo diferentes entre sí. El primero empezando con la sangre de drago con su líquido genuino, estado viscoso; y el segundo
empezando con sangre de drago congelada-secada.
4.2.2 Sección experimental
Sangre de drago. La sangre de drago fue comprada en Química
Universal, Lima-Perú (lote No. L. 8908101).
El fraccionamiento de la sangre de drago (fig. 4.4). 1,25 I de sangre de drago fue acidificada con ácido cítrico hasta una concentración final de 2%, filtrada y extraída con n-hexano (2x1000 ml) el extracto n-hexano fue evaporado hasta secarse bajo una presión reducida (fracción SDD-H). La fase acuosa fue extraída con éter dietílico (5x500 ml), acetato etílico (5x500 ml) y n-butanol (1x1000 ml).
El extracto de éter dietílico fue evaporado bajo una presión reducida a un volumen final de cerca de 100 ml, lavado con agua
(1x20 ml). Secado sobre anhídrido de sulfato sódico toda la noche,
filtrado y evaporado hasta secarse bajo una presión reducida (fracción SDD-D). El extracto de acetato etílico fue concentrado bajo
una presión reducida a un volumen final de cerca de 150 ml, secado
sobre anhídrido de sulfato sódico toda la noche, filtrado y evaporado hasta secarse bajo una presión reducida (SDD-E). La separación
entre la capa de sangre de drago acuosa y la capa orgánica n-butanol ocurrió muy despacio y fue solamente parcial - solamente 250
ml de n-butanol separado. La capa de n-butanol (SDD-B) y la capa
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de sangre de drago acuosa fueron evaporadas bajo presión reducida.
Repetidamente se añadieron bajas cantidades de agua, fue posible
remover el n-butanol completamente, como una mezcla azeotrópica con agua. La evaporación hasta el secado de la fracción SDD-B
dio como resultado una gruesa, muy viscosa masa roja oscura. Después de la evaporación de todo el n-butanol, la capa de sangre de
drago acuosa fue llevada a un Ph de 9-10 con amonio concentrado.
El voluminoso pricipitado fue filtrado, y el filtrado alcalino fue extraído con cloroformo (5x100 ml) el cual ha sido usado antes de lavado el residuo del filtro. El cloroformo extraído fue evaporado a un
volumen final de cerca de 50 ml y extraído con ácido hidroclórico
1N (3x50 ml). Este ácido de fase acuosa fue lavado con cloroformo
(2x75 ml), hecho alcalino con amoníaco concentrado (pH 9-10) y
extraído con cloroformo (3x150 ml). Este extracto de cloroformo
fue concentrado bajo presión reducida a un volumen final de cerca
de 150 ml, secado sobre un anhídrido de sulfato sódico toda la noche, filtrado y evaporado hasta secarse bajo una presión reducida
(SDD-C).
La taspina alcaloidea fue aislada del SDD-C por un líquido de
vacío cromatográfico (VLC), usando cloroformo/dietilamino (9/1)
como la fase móvil, seguida de una capa delgada cromatográfica
preparada (TLC) de gel de sílica con el mismo sistema de solvente,
fue usada para monitorear la elución de la columna de DLC. Una
fracción (4,5 mg de peso seco) consistiendo principalmente de un
compuesto con Rf = 0,50 en este sistema TLC, siendo el único punto que mostraba una reacción positiva con el reactivo Dragendorf,
fue obtenido (SDD-C-T). Este compuesto fue subsecuentemente
identificado por el espectroscopio y significado como el alcaloide
taspina (ver sección 5.3) para producir el hidroclórido, una pequeña cantidad de taspina fue disuelta en una mínima cantidad de
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sangre de drago

n-hexane extracto
SDD-H

extracto de éter dietil
SDD-D

+ 2% ácido cítrico
vs. n-hexane
vs. éter dietil

(vs. n-butanol/etil acetato 1/1)
n-butanol/etil acetato
extracto
SDD-BE
vs. etil acetato

extracto de acetato etil
SDD-E
vs. n-butanol

extracto de n-butanol
SDD-B

extracto de cloroformo
SDD-C

+ conc. amoníaco (→ pH 9-10)
vs. cloroformo

residuo acuoso

VLC
prep. TLC
taspina
SDD-C-T

Fig. 4.4 Fraccionamiento de la sangre de drago (esquema II)
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ácido hidroclórico 0,1N, y evaporada hasta secado bajo una presión
reducida, la taspina HCI fue usada para pruebas biológicas por su
solubilidad en el agua.
Debido a las dificultades encontradas al extraer la sangre de
drago con n-butanol, como se menciona arriba, 100 ml del mismo
grupo de sangre cuando fue acidificado con ácido cítrico (2%) extraído con éter dietil (4x100 ml), como se describe arriba, y después
con una mezcla de etil-acetato/n-butanol (1/1) (4x100 ml). Después
de secada sobre un anhídrido de sulfato sódico toda la noche y evaporada hasta secado bajo una presión reducida, el éter dietil sustraído fue combinado con fraccionamiento SDD-D. El extracto de etilacetato/n-butanol (1/1) (indicado en la fig. 4.4 como …) fue lavado
con ácido hidroclórico al 1N (4x200 ml) y también evaporado hasta secado bajo una presión reducida (6,8 gr; SDD-BE).
Fraccionamiento de la sangre de drago congelada-secada (fig.
4.5). 2.340 gr de sangre de drago (alrededor de 2.3 I) de la misma
materia fueron congelados-secados, arrojando 513,8 gr de un polvo
seco. El material congelado-secado fue extraído exhaustivamente
con acetona. La extracción de acetona fue filtrada-evaporada y secada bajo presión reducida, el residuo fue disuelto en ácido metano
/hidroclórico 0,1N (3/1) y esta solución fue extraída tres veces con
un volumen igual de n-hexano. El extracto de n-hexano fue evaporado hasta secar bajo una presión reducida (380 mg; SDD-F-H), y
sujeto a una preparación con gel de sílica en el TLC usando n-hexano/isopropanol (2/1) como la fase móvil, para remover la mayoría
de componentes hidrofílicos (Rf 0,30). Este extracto purificado nhexano fue denominado SDD-F-H’ (195 mg).

≤
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sangre de drago
congelado-secado (SDD-F)
extracción con acetona
filtración
evaporación hasta secado
extracto-acetona
disuelto en MeOH/HCl
0,1N (3/1)
vs. n-hexane
n-hexano extracto
SDD-F-H
prep.TLC

+ 1% NaCl solución
vs. éter dietil

SDD-F-H’

extracto de éter dietil
SDD-F-D

+ conc. amoníaco (→ pH 9-10)
vs. cloroformo/
amino dietil (9/1)

prep. TLC
SDD-F-D-T1→T4

cloroformo / dietil amino
extracto SDD-F-CD

residuo acuoso
SDD-F-OH

VLC
SDD-F-CD-V
extracción
líquido-líquido
SDD-F-CD-V-C
-W
-CD-F
-CD-R*
(* = taspina )

Fig. 4.5 Fraccionamiento de la sangre de drago (esquema III)
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Después de añadir un volumen igual de una solución 1% de sodio clórico, la fracción metanólica-acuosa fue extraída cinco veces
con un volumen igual de éter dietil. El éter dietil extraído fue concentrado bajo presión reducida a un volumen más pequeño, lavado
con agua, secado sobre anhídrido de sulfato sódico toda la noche,
filtrado y evaporado hasta secarlo bajo presión reducida (3,32 gr,
SDD-F-D). Cerca de 100 mg de SDD-F-D fue separado en cuatro
subfracciones mediante la preparación en TLC de gel de sílica con
cloroformo-acetona (2/1) como la fase móvil. Estas subfracciones
fueron designadas SDD-F-T1 a T4 para aumentar la polaridad.
La capa metanólica-acuosa de sangre de drago fue hecha alcalina con una concentración de amoníaco al pH 9-10. Este precipitado
voluminoso fue filtrado y el filtrado alcalino (SDD-F-OH) fue extraído seis veces con volúmenes iguales de cloroformo/amino dietil
(9/1), que fue usado antes de lavar el residuo sobre el filtro, la fracción cloroformo/amino dietil (9/1) fue concentrada bajo presión reducida a un volumen más pequeño, secada sobre anhídrido de sulfato de sodio toda la noche y evaporada hasta secado bajo presión
reducida (10,75 gr; SDD-F-CD). El TLC analítico de este residuo en
gel de sílica usando cloroformo/amino dietil (9/1) como la fase móvil, produjo un cromatograma complejo, pero un solo punto con Rf
= 0,50 mostró una reacción positiva con el reactivo Dragendorff.
Cerca de 4,0 gr de SDD-F-D fueron disueltos en metanol/cloroformo/amino dietil (9/9/2) (20 ml). Esta solución fue absorbida en 20
gr de gel de sílica 60 (tamaño de la partícula 0,015-0,040 mm,
Merck), de acuerdo a Bettolo y Scarpati (1979), y secado. Esta mezcla fue usada como la capa más alta de una columna VLC, que consistía de otros 60 gr de gel de sílica 60 con el mismo tamaño de partículas, la elución fue ejecutada con cloroformo/amino dietil (9/1) y
monitoreada mediante TLC en gel de sílica usando el mismo siste-
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ma de solvente. Todas las fracciones ricas en el compuesto positivoDragendorff que fue elucidado de manera relativamente rápida, fueron combinadas y evaporadas hasta secarse bajo presión reducida
(2,0 gr; SDD-F-CD-V). Los demás compuestos hidrofílicos no fueron elucidados, y permanecieron en la columna. La fracción SDD-FCD-V fue disuelta en cloroformo (25 ml) y extraída con ácido hidroclórico 0,1 N (4x25 ml). La fase acuosa (100 ml) fue lavada con
cloroformo (1x25 ml), y las fracciones combinadas de cloroformo
fueron evaporadas hasta secarse bajo presión reducida (393 mg,
SDD-F-CD-V-C). La fase acuosa fue hecha alcalina a pH = 10-11
con amino de dietil (SDD-F-CD-V-W), y extraída con cloroformo/amino dietil (9/1) (5 x 100 ml). El extracto de amino dietil/cloroformo (9/1) fue (SDD-F-CD-V-CD) fue evaporado bajo presión
reducida a un volumen final de 20 ml y almacenado toda la noche a
-25°C. La precipitación ocurrió, y después de filtrado se encontró
que el residuo era un compuesto cromatográficamente puro mediante el TLC de gel de sílica, usando cloroformo/amino dietil (9/1)
como la fase móvil con Rf = 0,50, el cual mostraba una reacción positiva Dragendorff (76 mg; SDD-F-CD-V-CD-R). Este compuesto
fue subsecuentemente identificado mediante el espectroscopio como la taspina alcaloide. El filtrado fue evaporado hasta secado bajo
presión reducida (388 mg; SDD-F-CD-V-CD-F).
Capa cromatográfica delgada (TLC). El TLC de gel de sílica con
n-hexano/isopropanol (2/1) o cloroformo/acetona (2/1) es la fase
móvil usada para el análisis de n-hexano y el extracto éter dietil. Las
fracciones que contenían alcaloides fueron analizadas por TLC de gel
de sílica con cloroformo/amino dietílico (9/1) como la fase móvil,
usando el reactivo Dragendorff para la visualización de los puntos.
Preparación de muestras y evaluación in vitro. Una serie de
muestras fue preparada de diferentes fracciones descritas arriba y
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probadas para estimulación de células endoteliales (ver sección
2.3.1), para caracterizar las fracciones biológicamente activas. Un
sumario de los diferentes procedimientos de fraccionamiento de
sangre de drago con la indicación de las muestras usadas para la evaluación biológica es dado en la fig. 4.6. Las muestras son listadas en
la tabla 4.1. El volumen de cada muestras fue de cerca de 2 ml. Originalmente la muestra no procesada S-1 de la sangre de drago fue
probada, correspondiente a la misma substancia mencionada arriba.
La muestra S-2 fue preparada de la sangre de drago (siempre de la
misma substancia) añadiendo 33% de glycol polietileno (PEG) 400.
Todas las otras muestras fueron soluciones 0,5% en PEG 400/H2O
(1/2) (= PEG 400 33%) a menos que se indique de otra manera. La
muestra S-3 fue preparada de un extracto-seco de acetona de sangre
de drago congelada-secada. Las muestras S-4 y S-5 constaban de
SDD-F-H y SDD-F-H’ respectivamente. Las muestras S-6 y S-7 fueron preparadas de un extracto seco de éter dietil de sangre de drago
acidificada (SDD-D) y sangre de drago congelada-secada (SDD-FD). Las muestras S-8 a S-11 contenían SDD-F-D-T1 hasta T4 respectivamente, obtenidas de la preparación TLC de SDD-F-D. El compuesto SDD-X aislado mediante VLC del extracto de éter dietil (ver
cap. 3 y fig. 3.2), fue evaluado para actividad biológica como muestras S-12. El extracto de acetato etil SDD-F-E (ver fig. 3.2) y el extracto butanol/acetato etil SDD-BE (ver fig. 4.4) fueron usados para
preparar las muestras S-13 y S-14 respectivamente. El extracto cloroformo/amino dietil (9/1) de la capa de sangre de drago alcalinaacuosa (SDD-F-CD) fue probado como S-15. El VLC de una fracción SDD-F-CD dio como resultado SDD-F-CD-V. La fracción
SDD-F-CD-V fue purificada por una extracción común de líquidolíquido para alcaloides, y esto arrojó SDD-F-CD-V-C, -W, -CD-F y
-CD-R (= taspina) (ver arriba), las que fueron probadas como
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muestras S-16 a S-19 respectivamente. Las muestras S-17 fueron
neutralizadas con pH-7 con ácido hidroclórico antes de ser probada. Una pequeña cantidad de taspina fue usada para preparar taspina hidroclórica que fue biológicamente evaluada como muestra S20. El residuo acuoso-alcalino de sangre de drago después de neutralización con ácido hidroclórico a pH-7 fue probado como muestra S-21 (con una etapa de extracción de acetato etil durante el curso del proceso de fraccionamiento ver fig. 3.2), y S-22 (sin ninguna
extracción preliminar de acetato etil o butanol ver fig. 4.5). En general, los fraccionamientos acuosos fueron probados a pH = 7, la concentración exacta de S-17, S-21 y S-22 que fueron preparadas de residuos acuosos son desconocidas.
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(* = taspina)
(taspina HCl: S-20)

Fig. 4.6 Muestras usadas para evaluación in vitro (S-1 → S-22)
Fig. 4.6 Muestras usadas para evaluación in vitro (S-1 → S-22)
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Tabla 4.1 Muestras usadas para la evaluación de actividad biológica (in vitro)

Nº de muestra

Solvente

Muestra

Concentración

S-1

H2O

sangre de drago

(100%)

S-2

PEG 400 33%

sangre de drago

(67%)

S-3

PEG 400 33%

acetone extract

0,5%

S-4

PEG 400 33%

SDD-F-H

0,5%

S-5

PEG 400 33%

SDD-F-H’

0,5%

S-6

PEG 400 33%

SDD-D

0,5%

S-7

PEG 400 33%

SDD-F-D

0,5%

S-8

PEG 400 33%

SDD-F-D-T1

0,5%

S-9

PEG 400 33%

SDD-F-D-T2

0,5%

S-10

PEG 400 33%

SDD-F-D-T3

0,5%

S-11

PEG 400 33%

SDD-F-D-T4

0,5%

S-12

PEG 400 33%

SDD-X

0,5%

S-13

PEG 400 33%

SDD-F-E

0,5%

S-14

PEG 400 33%

SDD-BE

0,5%

S-15

PEG 400 33%

SDD-F-CD

0,5%

S-16

PEG 400 33%

SDD-F-CD-V-C

0,5%

S-17

H2O

SDD-F-CD-V-W

(100%)

S-18

PEG 400 33%

SDD-F-CD-V-CD-F

0,5%

S-19

PEG 400 33%

SDD-F-CD-V-CD-R

0,05%

S-20

PEG 400 33%

taspine HCl

0,5%

S-21

PEG 400 33%

SDD-F-OH

(67%)

S-22

H2O

SDD-F-AR

(100%)
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4.2.3 Resultados y discusión
Fueron usados dos procedimientos diferentes de fraccionamiento, el primero comenzó con la sangre de drago en su viscosidad
genuina, estado líquido, y el segundo desde la sangre de drago congelada-secada. Después de extraer el material congelado-secado exhaustivamente con acetona, y disolviendo la acetona secada-extraída en metanol/ácido hidroclórico 0,1N (3/1), esta solución fue fraccionada de la misma manera que la genuina, sangre de drago acidificada. La acetona se encontró ser el solvente adecuado para la extracción. Añadiendo más solventes polares como el etanol y el metanol al material congelado-secado, se obtuvo un líquido rojo y viscoso, el que fue tan dificultoso para extraer como el crudo, sangre de
drago no procesada.
El hexano y el éter dietil obtenidos en ambos procedimientos de
fraccionación fueron muy similares en los análisis TLC. El éter dietil extraído SDD-F-D fue separado en cuatro subfracciones (SDD-FD-T1 a T4) mediante un preparado TLC. Los análisis TLC de gel de
sílica que usan cloroformo/acetona (2/1) como la fase móvil (ver fig.
4.7) mostró que la fracción SDD-F-D-T3 fue cromatográficamente
casi pura. El principal punto de la fracción SDD-X, la que fue previamente aislada de la sangre de drago (ver cap. 3), tenían los mismos valores Rf (0,20). Parece que el compuesto SDD-X que se encontró antes produce solamente un punto mediante el análisis TLC
con gel de sílica con n-hexano/isopropanol (2/1) como la fase móvil
(Rf también = 0,20, ver sección 3.3), mostró una minúscula impureza usando cloroformo/acetona (2/1) como la fase móvil, con Rf =
0,15 en el sistema de solventes último que estuvo también presente
en la fracción SDD-F-D-T3. La impureza corresponde al lugar principal de la fracción SDD-F-D-T2. La fracción SDD-F-D-T1, contiene
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≤

todos los componentes con Rf 0,10 y SDD-F-DT4 con todos los
componentes con Rf 0,25 (ver fig. 4.7). El etil acetato butanol o el
extracto etil acetato/butanol fueron preparados solamente durante
el fraccionamieto de la sangre de drago genuina y acidificada.
Para la extracción de la taspina alcaloide del residuo acuoso, seguida de la alcalinización con amoníaco concentrado, cloroformo
(ver sec. 4.4) o alternativamente cloroformo/amino dietil (9/1) ver
sec. 4.5) fueron usados. El resultado final de la taspina fue mucho
mejor extrayéndola con una mezcla de cloroformo/amino dietil.

≥

frente

comienzo

Fig. 4.7 TLC, con gel de sílica de fracciones SDD-F-D-T1-T4, y SDD-X usando
cloroformo/acetona (2/1) como la fase móvil
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Aunque el valor pKb de la taspina no es exactamente conocido, podría ser situado en algún lugar el pKb del amino trimetyl (4,21) y
amino trietyl (3,25). Sin embargo, el amoníaco tiene un pKb de 4,76,
donde pKb del amino dietil es solamente 3,06 (Streitwieser y Heathcock, 1976). Presumiblemente, la taspina es una base más débil que
el amino dietil, pero más fuerte que el amoníaco. Esto podría explicar el mejor resultado de la taspina que sigue a la extracción del cloroformo/amino dietil (9/1). El aislamiento de mayores cantidades
de taspina y la identificación mediante el espectroscopio será discutida en la sección 5.2.
Los resultados del bioensayo in vitro para la estimulación de células endoteliales, para todas las fracciones listas en la tabla 4.1 y fig.
4.6 se muestran en la tabla 4.2. Las muestras de diluciones de 5%,
1% y 0,5%…, fueron probadas. Los experimentos de control con 1
y 2% PEG 400 en el medio de cultivo (correspondiente aproximadamente con una dilución a 5% de PEG 400 33%, ej.: 1,65%), no mostraron ningún efecto tóxico. Biológicamente las fracciones activas
son indicadas en el esquema de fraccionamiento de la fig. 4.8 con
una línea doble. De la tabla 4.2 y fig. 4.8 es evidente que el extracto
de éter dietil contiene un componente activo que estimula las células endoteliales en nuestro sistema de prueba. La estimulación de la
actividad celular se encontró en el extracto de éter dietil SDD-D
(probado como S-6) en fracción SDD-F-D-T3 (probado como S-10)
preparado del extracto de éter dietil SDD-F-D mediante un preparado TLC y en la fracción SDD-X (probado como S-12). SDD-X
mostró la estimulación de células endoteliales, similar al experimento de control positivo, en un alcance de concentración de cerca de 25
µg/ml (a una dilución de 0,05% de una muestra 0,5%) a 5 µg/ml
(una dilución 0,01% de una muestra 0,5%). A 250 µg/ml, esto fue
tóxico para las células. Aparentemente la fracción SDD-F-D en sí
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misma (probada como S-7) aún contenía muchas sustancias tóxicas
que muestran cualquier actividad de estimulación celular. El principal componente de las fracciones SDD-F-D-T3 y SDD-X fue cromatográficamente idéntico (ver sección 4.7). Por otro lado la fracción
SDD-F-D-T2 (probada como S-9), el principal punto al cual correspondió la menor impureza en la fracción SDD-X, también presente
en la fracción SDD-F-T3, no mostró ninguna actividad de estimulación celular. Estos resultados mostraron claramente que la actividad
biológica observada es debida al compuesto particular, mostrando
un valor Rf 0,20 mediante TLC en gel de sílica usando n-hexano/isopropanol (2/1) o cloroformo/acetona (2/1) como la fase móvil. La
identificación de este compuesto, el componente principal de las
fracciones SDD-F-D-T3 y SDD-X, y de la mayor impureza de hidrofílico inactivo como 3’,4-0-dimethylcedrasin y 4-0-methylcedrasin,
respectivamete, serán discutidos en la sección 5.1. Un estudio más
detallado de la actividad biológica in vitro de ambos compuestos se
presentan en el cap. 6. El extracto de n-hexano SDD-F-H (probado
como S-4) también mostró actividad celular estimulatoria (ver tabla
4.2). En los análisis TLC usando los mismos sistemas mencionados
arriba para la extracción del éter dietil, el SDD-F-H’ se encontró que
contenía una pequeña cantidad del principio activo presente en el
extracto de éter dietil. Un extracto purificado n-hexano, SDD-F-H
(probado como S-5) fue preparado mediante TLC en gel de sílica
usando n-hexano/isopropanol (2/1)como la fase móvil, conteniendo solo los componentes con Rf 0,30. Este extracto purificado de
n-hexano no mostró ninguna actividad estimulatoria celular.

≥
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Tabla 4.2 Estimulación de células endoteliales: resultados

Muestra
(100%)
S-1
S-2
S-3
S-4
S-5
S-6
S-7
S-8
S-9
S-10
S-11
S-12
S-13
S-14
S-15
S-16
S-17
S-18
S-19
S-20
S-21
S-22

diluciones de muestra
5
1
0,5
P
P
PT
+
T
+
T
T
T
+
T
PT
P
T
T
T
T
T
PT
P
PT

PT
P
PT
=
=
+
T
=
=
++
=
+
P=
=
T
=
T
T
T
PT
P
PT

(% concentración en medio de cultivo)
0,1
0,05
0,01
0,005

P
P
T

P
P
T

=
PT
-

=
=
T

=

=

+

=

++

++

T

=

T
T
T
T
P
T

T
PT

PT
=

P-/=
=

=
P=

=
=
=
=

=

=
-/=
=
T
P-

++

Similar al experimento de control positivo (suero humano al 30%)

+

Estimulación de células endoteliales, comparadas al experimento de control negativo (suero humano al 5%)

=

Similar al experimento de control negativo (suero humano al 5%); ninguna estimulación de células endoteliales

T

Tóxico a las células endoteliales

P

Precipitación
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sangre de drago

congelado-secado
extracción acetona:
disuelto en MeOH/
HCl 0,1N (3/1)
vs. n-hexane
extracto n-hexano
(SDD-F-H)
S-4
prep. TLC
(SDD-F-H’)

vs. éter dietil
extracto éter dietil
(SDD-D) S-6
prep. TLC

VLC

SDD-F-D-T3
S-10

(SDD-X)
S-12

Cloroformo / dietil amino
extract (SDD-F-CD)

alcalinización
vs. cloroformo / dietil
amino (9/1)

residuo acuoso

VLC
extracción
líquido-líquido
(SDD-F-CD-V-C)
W)
CD-F)
CD-R)*
(* = taspina)

Fig. 4.8 Fracciones biológicamente activas de la sangre de drago
(indicador con doble línea)
Fig. 4.8 Fracciones biológicamente activas de la sangre de drago
(indicador con doble línea)
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La tabla 4.2, también muestra que la taspina, tanto como su hidroclórido, probada con S-19 y S-20 respectivamente, son muy sitotóxicos, bajan a una concentración de 0,00005% o 0,5 µg/ml (S-19
fue una solución de 0,05% de taspina, mientras S-20 contiene 0,5%
de hidroclórido de taspina; ver tabla 4.1). Ni la taspina ni su hidroclórido mostró estimulación de las células endoteliales en nuestro
sistema de pruebas. Esto está de acuerdo con los resultados obtenidos por Vaisberg y col. (1989), que observaron un efecto sitotóxico
para la taspina HCL sobre fibroblastos de la piel humana cultivada
y bajada a una concentración de cerca de 0,5 µg/ml. Cuando se probó una concentración más baja no-tóxica, la taspina CHL no tuvo
ningún efecto en la proliferación de células. Sin embargo los mismos
autores encontraron que la taspina HCL aumentaba la migración de
fibroblastos en la piel humana in vitro en una concentración de 2
ng/ml, y observaron un efecto herida-curación in vivo en ratas (ver
sección 4.2.1). En nuestro laboratorio también hemos usado un modelo experimental in vivo en ratas, para medir la actividad de herida-curación de algunos componentes y fracciones de la sangre de
drago. Estos experimentos in vivo se discutirán en el cap. 8. Un estudio más detallado de la actividad biológica in vitro de la taspina será presentado en el cap. 6.
4.2.4 Conclusión
Este bioensayo guiado de fraccionamiento de sangre de drago,
usado en un sistema de pruebas in vitro para la estimulación de células endoteliales, ha resultado en el aislamiento de un componente
biológicamente activo del extracto éter dietil. La fracción alcaloidea,
conteniendo la taspina alcaloidea, fue altamente citotóxica, y no estimuló a las células endoteliales en concentraciones no tóxicas. La
elucidación estructural de los compuestos activos y la identificación
de taspina será el tema del cap. 5.
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5. CARACTERIZACIÓN DE LA FRACCIÓN
BIOLÓGICAMENTE ACTIVA
DE LA SANGRE DE DRAGO Y
LA IDENTIFICACIÓN DE LA TASPINA
5.1 Caracterización de 3’,4-O-dimetylcedrusino como el principal activo de la sangre de drago
5.1.1 Introducción
El bioensayo guiado de fraccionamiento de la sangre de drago,
como se describió en el capítulo anterior, es el resulado del aislamiento de un compuesto activo del extracto éter dietil, aunque no
completamente puro. El aislamiento y purificación de ese compuesto se discutirá en esta sección de manera más amplia.
5.1.2 Sección experimental
Después de usar 100 mg de la fracción SDD-F-D (3,32 gr) para
un preparado TLC (ver sec. 4.2.2) 1,10 g la parte sobrante fue sometida a cromatografía de columna y a 2,12 gr de un líquido de vacío
cromatográfico.
La cromatografía de columna y la capa cromatográfica delgada
preparativa. 1,10 g de fraccionamiento SDD-F-D fue sometido a
cromatografía de columna gel de sílica 60 (tamaño de la partícula
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0,040-0,063 mm. Merck) con una gradiente n-hexano/isopropanol
(desde 4/1, sobre 3/1 y 2/1, a isopropanol puro) como la fase móvil.
La elución fue monitoreada por TLC gel de sílica usando n-hxano/isopropanol (2/1) como la fase móvil. Las fracciones que muestran
los mismos modelos cromatográficos fueron combinadas. Todas las
fracciones que mostraban principalmente un punto con Rf = 0,20
en este sistema TLC fueron combinadas, evaporadas hasta secado
bajo presión reducida, el residuo disuelto en una cantidad mínima
de metanol y filtrado. Después de la evaporación a secado bajo presión reducida este residuo (42,8 mg) estuvo sometido a un preparado TLC a base de gel de sílica, bajo cloroformo/acetona (2/1) como
la fase móvil. 5 subfracciones fueron obtenidas, los cromatogramas
TLC de los cuales se muestran en la fig. 5.1, en gel de sílica usando
cloroformo/acetona (2/1) o n-hexano/isopropanol (2/1) como la fase móvil. La fracción SDD-F-D-T3’ (16,3 mg después de la evaporación hasta secado bajo presión reducida) fue un compuesto cromatográficamente puro. Mostrando un Rf = 0,20 en ambos sistemas
TLC. La fracción SDD-F-D-T2’ (11,2 mg) mostraba un solo punto
Rf = 0,20) usando n-hexano/isopropanol como la fase móvil, pero
dos puntos (Rf = 0,15 y 0,20) usando cloroformo/acetona (2/1).
Líquido de vacío cromatográfico y preparativo de la capa delgada
cromatográfica. La otra parte de la fracción SDD-F-D (2,12 g) fue
sometida al líquido de vacío cromatográfico (VLC). La muestra fue
disuelta en una pequeña cantidad de metanol, absorbida en 8 gr de
gel de sílica (tamaño de la partícula 0,040 y 0,063 mm, Merck) y secada. Estos 8 gr de gel de sílica fueron usados en una capa más alta
de una columna VLC, consistente de 8 gr de gel de sílica 60 (tamaño de la partícula 0,015-0,040 mm, Merck). La elución fue ejecutada con n-hexano/isopropanol (2/1) y la elución fue monitoreada
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frente

comienzo

frente

comienzo

Fig. 5.1 TLC de fracciones SDD-F-D-T1’ a T5’ (= 1 a 5 respectivamente) con
(a) cloroformo/acetona (2/1) y (b) cloroformo/acetona (2/1) como la fase móvil
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por TLC en gel de sílica usando el mismo sistema solvente. Las fracciones que mostraron el mismo patrón TLC fueron combinadas, y
después de evaporación a secado bajo una presión reducida, se obtuvo una subfracción de 30,1 mg, mostrando principalmente un
punto con Rf = 0,20 en este sistema TLC y dos puntos con Rf = 0,15
y 0,20 cuando el cloroformo/acetona (2/1) fue usado como la fase
móvil. Esta subfracción fue combinada con SDD-F-D-T2’ y sometida a un preparado TLC en gel de sílica con cloroformo/acetona (2/1)
como la fase móvil. Se obtuvieron dos compuestos casi cromatográficamente puros, los que fueron designados SDD-F-D-T2’-a y -b.
SDD-F-D-T2’-a (6,3 mg) mostró un Rf = 0,15 mediante TLC en gel
de sílica con cloroformo/acetona (2/1) como la fase móvil y un Rf =
0,20 con n-hexano/isopropanol (2/1). SDD-F-D-T2’-b (14,7 mg)
muestra un Rf = 0,20 en ambos sistemas TLC y fue combinado con
un compuesto SDD-F-D-T3’ (16,3 mg), juntos arrojaron 31,1 mg.
Tomando en consideración que 100 mg de SDD-F-D (3.32 g, ver sec.
4.2.2) fue usado antes para preparado de TLC y en pruebas biológicas, esto significa que un resultado total de cerca de 0,0014% (alrededor de 32 mg en 2340 g de sangre de drago) fue obtenido. Este
compuesto que fue designado SDD-F-X corresponde al compuesto
SDD-X, el aislamiento que fue descrito en el cap. 3. Es interesante
notar que el SDD-X mostró una actividad celular estimulante en un
rango de concentración de cerca de 25 a 5 µg/ml o 0,0025 a 0,0005%
(ver sección 4.2.3) que resultó ser la composición actual de este
compuesto biológicamente activo en sangre se drago, SDD-F-D-T2’a, el que corresponde a una impureza menor en SDD-X, como se
menciona en la sección 4.2.3, denominado como compuesto SDDF-Y. Por lo que el compuesto SDD-F-X fue el principio biológicamente activo de la sangre de drago (ver sec. 4.2.3), este producto
también fue aislado de la fracción SDD-D (ver sección 4.2.2) me-
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diante una combinación de VLC y un preparado TLC, como se describe arriba.
(RMN) Espectroscopia de resonancia magnética nuclear. Un espectro uni-dimensional 1H, 13C y 13C-SEFT, y un espectro bi-dimensional COSY y HETCOR fueron grabados a 200 MHz, en CDCI3 o
CS3OD. La espectra COSY fue grabada usando un margen espectral
de 1.400 Hz en ambas dimensiones. 1.024 (1K) puntos de muestra
fueron usados en una dimensión, y 128 en otra. Esto implica la grabación de un espectro COSY de 128 1H RMN (consiste de cada uno
de los puntos 1K), los cuales se obtuvieron acumulando 8 examinadores con un pulso de repetición de velocidad de 3s. La acumulación
total de tiempo fue de cerca de 3.000s ó 50 min. El espectrum HETCOR fue grabado usando un margen espectral de 7.500 Hz en la dimensión 13C (1K puntos de ejemplo) y 1.300 Hz en la dimensión 1H
(64 puntos). Esto envuelve la grabación de la espectra RMN 13C de
64 (consistiendo cada uno de 1K puntos), cada uno de los cuales se
obtuvieron por la acumulación de 2.000 examinadores con un pulso de velocidad de repetición de 2s. Por ello la acumulación total de
tiempo fue de cerca de 74h o más de 3 días. Ambos sistemas
CSEARCH y el RMN 13C/base de datos IR de STN (ver sección
2.2.1.4) fueron usados como una ayuda en la elucidación estructural de SDD-F-H y SDD-F-Y.
Otros métodos espectroscópicos. Los espectros GC-MS y UV fueron grabados sobre los instrumentos descritos en la sección 2.2.2. La
baja resolución del impacto del electrón (EI, 70 eV) espectro de masa, la medición de la alta resolución sobre iones selectivos, y la espectra MS/MS fue grabada en un VG 70-SEQ espectómetro híbrido de
masa.
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5.1.3 Resultados y discusión
El espectro RMN 1H y 13C del compuesto SDD-X, el aislamiento del cual se escribe en el cap. 3, está mostrado en las figuras 5.2 y
5.3 respectivamente, el resultado del análisis GC-MS en la fig. 5.4. La
altura baja GC con una retención de tiempo de alrededor de 9 min.
es debida a la contaminación de los platos. El espectrum de masa indica un peso molecular de 374 para el compuesto SDD-X. El patrón
de fragmentación para compuestos SDD-F-X se discutirá luego.
Cuando el compuesto SDD-F-X fue primeramente aislado, la cantidad de material fue bastante baja (alrededor de 8 mg ver sec. 3.3).
Por ello un intento fue hecho para elucidar la estructura de este
componente usando la opción “line search” (búsqueda de línea) del
RMN 13C/base de datos IR de STN (ver sec. 2.2.1.4). Este procedimiento y el resultado obtenido son ilustrados en las fig. 5.5a y 5.5b,
respectivamente. El espectrum RMN 13C del dihydrocarinatinol (ver
fig. 5.6a) se encontró que contenía al menos 9 líneas del espectrum
RMN 13C de SDD-X con una tolerancia del 0,5 ppm, siendo la tolerancia estándar del sistema. Es posible seleccionar un intervalo de
tolerancia más amplio, pero el número de espectra que contiene la
primera línea (en este caso 87,7 ppm) no debería ser más alto de
3.000, de otra manera el sistema rehusa empezar una investigación.
Como el número del espectro RMN 13C en la base de datos es tan alto como 102.000, esto ocurre más a menudo si el intervalo de tolerancia seleccionado es muy largo, especialmente cuando una línea
común es ingresada como la primera línea. Una comparación más
cercana de los datos RMN 13C revelaron que había una muy buena
concordancia entre el espectro RMN 13C del dihydrocarinatinol y
SDD-X, excepto por el lado de cadena no-saturado C3. La línea en
135,4 ppm, que causó la finalización de la búsqueda, es 1,1 ppm fue-
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ra del intervalo de tolerancia del ± 0,5 ppm para la línea más cercana de dihydrocarinatinol (133,8 ppm). (La otra base de datos descrita en la sección 2.2.1.4, al sistema CSEARCH, permite una tolerancia estándar máxima de ± 1,5 ppm, sin limitaciones del número de
golpes por línea). Por otro lado, el espectrum RMN 13C de SDD-X
muestra tres signos que son diferentes del dihydrocarinatinol, ej.: en
3,9; 34,6 y 62,3 ppm. Además, el dihydrocarinatinol tiene una masa
molecular de 356, una diferencia de 18 unidades de masa comparadas a SDD-X. Esta indica que SDD-X posee un n-propanol (o 3-hidroxypropyl) sustituyente, en lugar de una cadena de lado no saturada C3. Esto también fue compatible con un peso molecular de 374
y con el dato RMN. Por ello se concluye que el compuesto SDD-X
fue 3’,4-O-dimetylcedrusin, 4-0-alcohol metyldihydrodey-drodiconiferyl, o 2-(3’,4-dimetoxyfenyl)-3-hydroxymetyl-2,3-dihydro-7metoxybenzofurano-5-n-propanol (ver fig. 5.6). Obviamente el resultado de una “línea de búsqueda” en el STN RMN 13C/sistema de
información IR, es dependiente, en la secuencia de ingreso, de las líneas seleccionadas. Si otras líneas son seleccionadas para ingreso, el
resultado inmediato podría ser diferente. Por ejemplo, cuando en este caso el ingreso solamente consiste de aquellas líneas entre 100 y 50
ppm, como se muestra en la fig. 5.7, el espectro 13, que contiene 4
líneas, es encontrado, incluyendo dihydrocarinatinol, di-O-acetildihydrodehydro-alcohol diconiferyl 4-O-tetra-O-acetyl-ß-D-glucopyranoside, tri-O-acetyl-cedrusil-4-O-tetra-O-acetyl-ß-D-glucopyranoside, y otras estructuras no relacionadas. El resultado de
esta línea de búsqueda podría también, por supuesto, haber hecho
posible la elucidación de la estructura de SDD-X.

Fig. 5.2 Espectrum RMN 1H de SDD-X, grabado en CDCI3
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No. FREQ (HZ)
1 11590,77
2 11567,32
3 11212,71
4 11089,63
5 10696,92
9906,64
6
9120,22
7
8
9038,30
9
7716,43
10
6793,27
11
5955,10
5814,43
12
5641,52
13
14
5565,32
5486,20
15
5257,60
16
17
4398,92
18
3891,91
19
3859,68
3830,37
20
3206,14
21
3124,08
22
23
2804,64
24
2696,20
2505,71
25
26
1734,95
27
1603,87
28
1488,77
1192,77
29
972.97
30
682,84
31
32
322,37
33
269,61

PPM
230.963
230.496
223.430
220.977
213.152
197.384
181.734
179.982
153.761
135.366
118.664
115.861
112.415
110.897
109.320
104.765
87.655
77.552
76.910
76.326
63.887
62.252
55.886
53.726
49.930
34.571
31.943
29.666
23.768
19.388
13.606
6.423
5.372

Fig. 5.3 Espectrum RMN 13C de SDD-X, grabado en CDCI3

INT%
-124
-81
-145
-87
-129
-103
71
-76
108
233
367
352
406
442
368
147
407
8516
9380
9688
392
350
843
422
-93
347
340
179
-95
83
-130
107
-104
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Fig. 5.4 Análisis MS-GC de SDD-X
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TOLERANCIA ESTANDAR 0,5 PPM ? (Y/N/E/ NUEVA TOLERANCIA)
*15
LINEA (0,1 PPM), MULT. (S, D, T, Q, U, G), INTENSIDAD TOLERANCIA: O?
*877
DEMASIADAS LINEAS PARA UN RANGO DADO
NUEVA LINEA DE BUSQUEDA? (Y/N/E/?)
*Y
TOLERANCIA ESTANDAR 0,5 PPM? (Y/N/E/ NUEVA TOLERANCIA)
*10
LINEA (0,1 PPM), MULT. (S, D, T, Q, U, G), INTENSIDAD TOLERANCIA: O?
*877
DEMASIADAS LINEAS PARA UN RANGO DADO
NUEVA LINEA DE BUSQUEDA? (Y/N/E/?)
*Y
TOLERANCIA ESTANDAR 0,5 PPM? (Y/N/E/ NUEVA TOLERANCIA)
*Y
LINEA (0,1 PPM), MULT. (S, D, T, Q, U, G), INTENSIDAD TOLERANCIA: O?
*877
*537
*639
*1093
*559
*1109
*1124
*1159
*1187
*1354
10 LINEAS
0 ESPECTRUM CON
RESULTADO:
9 LINEAS
1 ESPECTRUM CON
MAS LINEAS?
( Y / N / E; / ? ) O NUEVO VALOR DE LINEA
*N
RESULTADO:
1 REFERENCIA
INGRESAR: S / P / S T / E / N / L / G M / T M / P A R A R / ?
*S
NR.
1.
INGRESAR:
*P1

CNMR#

SO

NOMBRE

DEV LIN
(PPM)
DIHYDRO CARINATINOL
0,1
9
CD
58656-0
S / P / ST / E / N / L / GM / TM / PARAR / ?

Fig. 5.5a. ‘Línea de búsqueda’ para SDD-X
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IMPRIMIR
CNMR

No.
58656

1 OF

1
NW: 356.1614

MF: C21 H24 O5

RN:
NOMBRE: DIHYDRO CARINATINOL

CONTINUAR ? (Y/N) *Y
P.K.AGRAWAL, R.S.THAKUR, MAGN. RES. CHEM. 23, 389 (1985)
CO: 0.00 PPM
IN: NOT REPORTED
SO: CDCL3
ST: NOT REPORTEDTE:
AMBIENTE
OR: PML05729
FECHA: 12.11.86
COMENTARIO DE: FROM KAWANISHI
CAMBIOS QUIMICOS (PPM), MULT:
1
2
3
4
5
6
7

127,70
109,30
149,00
147,00
116,10
118,70
87,70

-

8
9
10
11
12
13
14

53,80
63,90
133,70
111,00
144,30
149,20
133,80

-

15
16
17
18
19
20
21

Fig. 5.5b. ‘Línea de búsqueda’ para SDD-X (Resultado)

112,60
40,10
137,80
115,70
55,90
55,90
55,90

-
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Fig. 5.6

(a) dihydrocarinatinol
(b) 3’,4-O-dimenthylcedrusin
(c) dihydrodehydrodiconiferyl alcohol
(d) cedrusin
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TOLERANCIA ESTANDAR 0,5 PPM? (Y/N/E/ NUEVA TOLERANCIA)
*Y
LINEA (0,1 PPM), MULT. (S, D, T, Q, U, G), INTENSIDAD TOLERANCIA: O?
*877
*639
*623
*559
*537
RESULTADO:

0 ESPECTRUM CON 5 LINEAS
13 ESPECTRUM CON 4 LINEAS
MAS LINEAS? ( Y / N / E / ;/ ? ) O NUEVO VALOR DE LINEA
*N
RESULTADO:
11 REFERENCIAS
EN AUMENTO
2 HIJAS
INGRESO: S / P / S T / E / N / L / G M / T M / P A R A R / ?
*S1-11
NR.

CNMR#

SO

1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.
9.
10.
11.

58656-0
79065-0
8782-0
8783-0
47580-1
47579-1
76227-0
79066-0
71520-0
7865-0
8789-0

CD
PD
CD
CD
CD
CD
CD
PD
CD
CD
CD

NOMBRE
DIHYDRO CARINATINOL
26-O-BETA-D-GLUCOPYRANOSYL-22-M
VOBTUSINE
VOBTUSINE LACTONE
DI-O-ACETYLDIHYDRODEHYDRO-DICON
TRI-O-ACETYL-CEDRUSIN-4-TETRA
SECO-DODECAHEDRANE-7-CARBOXYLIC
26-O-BETA-D-GLUCOPYRANOSYL-22-M
APOTRICHOTHECENE
SCANDOMELINE
VOAFOLIDINE

INGRESO: S / P / S T / E / N / L / G M / T M / P A R A R / ?

Fig. 5.7 ‘Línea de búsqueda’ para SDD-X

DEV
(PPM)
0,0
0,2
0,2
0,2
0,2
0,3
0,3
0,3
0,3
0,4
0,4

LIN
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
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Debido a la baja intensidad de las señales RMN 13C de los carbonos aromáticos cuaternarios, no fue posible en este punto, asignar
el espectrum RMN 13C completamente y no ambiguamente. Más
evidencia para la estructura del compuesto SDD-X, incluyendo la
asignación completa del espectra RMN 1H y 13C, fue obtenida de un
análisis detallado RMN del compuesto SDD-F-X el cual fue idéntico a SDD-X. El unidimensional RMN 1H y el bidemensional espectrum COSY de SDD-F-X, ambos grabados en metanol de uteratado,
el cual fue encontrado como mejor solvente para este compuesto
que el cloroformo, se muestra en la fig. 5.8 y 5.9 respectivamente. La
señal más típica para estas series de compuestos es un doblete (J =
5,9 Hz) a 5,51 ppm, y pueden ser asignadas a H-7. Esta señal es también característica para H-7, H-8 trans estereoquímica (Agrawal y
col., 1983). Es posible distinguir grupos diferentes de protones, incluyendo los aromáticos entre 6,7 y 7,0 ppm, el grupo metoxil, alrededor de 3,8 ppm, los sistemas de giro H-7/H-8/H-9 pertenecientes
al núcleo dihydrobenzofurano, y los sistemas de giro H-7’/H-8’/H9’, siendo la cadena de lado del n-propanol. En este espectrum
COSY, el sistema de giro H-7/H-8/H-9 pueden ser reconocidos a
5,51, 3,45 y 3,72 ppm, respectivamente, donde el sistema de giro H7’/H-8’/H-9’ pueden ser claramente reconocidos a 2,61, 1,84 y 3,56
ppm, respectivamente. El espectrum COSY del mismo compuesto
también fue grabado en CDCI3 (no mostrado). La asignación completa del espectro RMN 1H, grabado en CDCI3 y CD3OD, está dada
en las tablas 5.1a y b.

Fig. 5.8 Espectrum RMN 1H de SDD-F-X, grabado en CD3OD
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Fig. 5.9 Espectrum COSY de SDD-F-X, grabado en CD3OD
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Tabla 5.1
Asignaciones RMN H para 3’,4-O-dimethylcedrusin en (a) CDCl3 y (b) CD3OD
1

H NMR (CDCl3)

1

δ (PPM)

H

1,89

2H, m H-8’

2,68

2H, t, J = 7,8 Hz, H-7’

3,70

2H, t, J = 6,3 Hz, H-9’

3,62

1H, m, H-8

3,86

3H, s, -OCH3

3,87

3H, s, -OCH3

3,89

3H, s, -OCH3

3,94

2H, m, H-9

5,57

1H, d, J = 7,8 Hz, H-7

6,68 - 6,98

5H, m, H-2, H-2’, H-5, H-6, H-6’

H NMR (CD3OD)

1

δ (ppm)

H

1,84

2H, m, H-8’

2,61

2H, t, J = 7,8 Hz, H-7’

3,45

1H, m, H-8

3,56

2H, t, J = 6,3 Hz, H-9’

3,72

2H, m, H-9

3,78

3H, s, -OCH3

3,80

3H, s, -OCH3

3,84

3H, s, -OCH3

5,51

1H, d, J = 5,9 Hz, H-7

6,71 - 6,97

5H, m, H-2, H-2’, H-5, H-6, H-6’
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El espectrum RMN 13C SEFT de SDD-F-X se muestra en la fig.
5.10. La señal C-7 (CH) se encuentra a 88,7 ppm, que es característica para una trans relación en los lineamientos de dihydrobenzofurano conteniendo un grupo 9-CH2OH (Agrawal y Thakur, 1985).
Además, 3 grupos methoxil, 4 grupos CH2, uno más alifático CH
5 carbonos aromáticos CH, y 7 carbonos aromáticos cuaternarios
fueron observados. Como una ayuda en la asignación de ambos espectros RMN 1H 13C, un espectrum HETCOR 1H-13C fue también
grabado (ver fig. 5.11). El espectrum HETCOR provee de una buena ilustración de una de las ventajas importantes de una técnica de
correlación de cambio heteronuclear, que fue ya mencionada en la
sec. 2.2.1.3; ej.: si el espectrum RMN 1H contiene algunas líneas de
resonancia que están muy cerca una de otra, y parcialmente sobrepuestas (como es el caso entre 3,5 y 3,8 ppm). El espectrum RMN
13
C, el que mayormente es mejor dispersado, puede ser usado como
el punto de referencia para distinguir las diferentes señales RMN 1H.
La combinación de COSY y HETCOR puede ser un instrumento
poderoso para el alineamiento de ambos espectros RMN 1H y 13C. El
alineamiento completo del espectrum RMN 13C de SDD-F-X es listado en la tabla 5.2. El espectro RMN 1D- y 2D-RMN de este compuesto confirma su estructura como 3’,4-O-dimetylcedrusin. El espectrum UV, grabado en metanol, mostró una máxima de 205, 228
y 281 nm, que estuvieron de acuerdo a los datos publicados por cedrusin (Agrawal y col., 1980).
El espectroscopio de líneas RMN 13C, y más específicamente las
líneas dihydrobenzofurano, han sido revisadas por Agrawal y Thakur (1985) y por Agrawal y col. (1983), respectivamente. En estas revisiones la señal más lejana hacia abajo del campo, en la región 3050 ppm, fue asignada al carbono benzílico metileno (C-7’), y la otra
al carbón metileno (C-8’) de la cadena n-propanol de cedrusin, sin
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embargo, el espectrum HETCOR de 3’,4-O-dimetylcedrusin, que se
muestra en la fig. 5.11, claramente indica que estos alineamientos
deberían ser revertidos, ya que los alineamientos RMN 1H no son
basados ambiguamente sobre el espectro COSY. Además los alineamientos RMN 13C para C-1 y C-1’ de dihydrocarinatinol, a 127,7 y
133,7 ppm, respectivamente, hecho por Kawanishi y col. (1982) (ver
fig. 5.5b), quien aisló primero este compuesto de la corteza de Virola carinata (Benth) Warburg, no están en acuerdo con otros espectros RMN 13C reportados en la literatura para líneas relacionadas
dihydrobenzofurano. Por ejemplo, el C-1 de cedrusin resuena a
134,6 y C-1’ a 129,7 ppm (Agrawal y Thadur, 1985; Agrawall y col.,
1983). Por ello asignamos la señal a 129,8 ppm a C-1’ y aquel a 136,
2 ppm (o 136,9, ver tabla 5.2) a C-1.
A pesar de que en este caso fue posible elucidar la estructura de
SDD-X (o SDD-F-X) usando la opción “línea de búsqueda” del STN
RMN 13C/base de datos IR, este no es el método a escogerse en primer lugar, generalmente, porque estructuras muy similares podrían
ser pasadas por alto debido a una pequeña diferencia de salto químico justo fuera del intervalo de tolerancia. Por ejemplo, el cedrusin
y el tetraacetato-cedrusin están también presentes en el STN RMN
13
C/sistema de información IR; pero, aparentemente, no han sido sacados. Por ello una opción de búsqueda trabajando en la lista de alturas completas simultáneamente, tal como “búsqueda similar”, es
en general, más flexible.
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100.00

0.00 PPM

Fig. 5.10 Espectrum RMN 13C-SEFT de SDD-F-X, grabado en CD3OD
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Fig. 5.11 Espectrum HETCOR de SDD-F-X, grabado en CD3OD
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Tabla 5.2 Asignaciones RMN 13C para 3’, 4-O-dimenthylcedrusin en CD3OD
(*, # : asignaciones pueden revertirse)
NMR 13C (CD3OD)
C
δ (ppm)
1
2
3
4
5
6
7
8
9
1’
2’
3’
4’
5’
6’
7’
8’
9’
-OCH3

136,2
110,8
150,3
147,5
117,9
119,4
88,7
55,5
65,1
129,8
113,0
145,2
150,6
136,9
114,2
32,9
35,7
62,2
56,5
56,8

*
#

#
*

(2x)

Esto está ilustrado por el espectrum RMN 13C de SDD-F-X,
usando el sistema CSEARCH, en el que la opción “búsqueda por línea-grupo” fue seleccionada (ver fig. 5.12a y b). Este comando permite sacar la base de datos ingresada (= un set de datos completos
que contienen una estructura química en el espectrum asignado,
fórmula molecular, etc.) de acuerdo a su lista de alturas. Una comparación línea por línea es hecha dentro de un rango predefinido
(intervalo de tolerancia) para ser seleccionada (de 0,2 hasta 1,5
ppm) donde una “búsqueda similar” solamente saca los espectros
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que muestran un patrón espectral similar. Después de ingresar una
lista de alturas (una “línea-grupo”), con una altura múltiple, si esta
información está disponible (ej.: 0 =multiplicidad impar desigual =
sola o triple = CH2, E = igual = doble o cuádruple - CH o CH3), es
mostrada una tabla dando el número de la base de datos ingresada,
conteniendo una cierta línea, pero generalmente no hay un punto
para examinar este resultado. En el próximo paso el número total de
líneas por ingreso es contado y el espectro sacado es clasificado de
acuerdo al número de líneas coincidentes. Durante la impresión gráfica, las líneas coincidentes y los correspondientes átomos de carbono son marcados con un triángulo negro (ver fig. 5.12b) esta “búsqueda por línea-grupo” es completamente independiente de la secuencia de ingreso de la lista de alturas. Generalmente este es el comando más poderoso y flexible para sacar datos de una lista de alturas. En algunos casos, una pre-búsqueda usando la fórmula molecular o el número de anillos, si este tipo de información está a la disposición, puede ser usada para excluir componentes más amplios
que tienen las líneas de interés. En la fig. 5.12a se muestra que, en este ejemplo, la línea 88,7 (± 1,5) ppm está presente en un espectro
527 de la base de datos, haciéndose ésta, la señal más específica de
esta lista pico. Solamente un ingreso contiene 18 líneas (fuera de 21),
un ingreso de 17 líneas o de 16 líneas, 4 ingresos de 15 líneas, etc., el
ingreso con 18 líneas coincidentes fue cedrusin (ver fig. 5.12b). El
ingreso con 17 líneas coincidentes puede ser considerado como un
resultado falso-positivo las otras líneas RMN 13C no tienen concordancia de ninguna forma. El ingreso mostrando 16 líneas coincidentes fue el alcohol triacetato dihydrodehydrodiconiferyl, el cual es
muy similar a la estructura actual de SDD-F-X. Los otros ingresos
no tienen coincidencias relacionadas, que no tienen uso en el proceso de elucidación de estructuras.
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LÍNEA-#
LÍNEA-#
LÍNEA-#
LÍNEA-#
LÍNEA-#
LÍNEA-#
LÍNEA-#
LÍNEA-#
LÍNEA-#
LÍNEA-#
LÍNEA-#
LÍNEA-#
LÍNEA-#
LÍNEA-#
LÍNEA-#
LÍNEA-#
LÍNEA-#
LÍNEA-#
LÍNEA-#
LÍNEA-#
LÍNEA-#

1:
2:
3:
4:
5:
6:
7:
8:
9:
10:
11:
12:
13:
14:
15:
16:
17:
18:
19:
20:
21:

136,20
110,80
150,30
147,50
117,90
119,40
88,70
55,50
65,10
129,80
113,00
145,20
150,60
136,90
114,20
35,70
32,90
62,20
56,50
56,50
56,80

PPM
PPM
PPM
PPM
PPM
PPM
PPM
PPM
PPM
PPM
PPM
PPM
PPM
PPM
PPM
PPM
PPM
PPM
PPM
PPM
PPM

/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/

O
E
O
O
E
E
E
E
O
O
E
O
O
O
E
O
O
O
E
E
E

HITS
HITS
HITS
HITS
HITS
HITS
HITS
HITS
HITS
HITS
HITS
HITS
HITS
HITS
HITS
HITS
HITS
HITS
HITS
HITS
HITS

=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=

3420
1818
2113
2447
2504
2785
527
4674
1780
2471
1943
2542
2119
3433
2081
6269
6771
2329
4390
4390
4177

IMPRIMA EL LITERAL CORRESPONDIENTE A UNA LÍNEA DE RESONANCIA ? (S-N)
N
5199
4103
2696
1970
1581
1562
871
546
336
207
116
71
25
15
4
1
1
1

ENTRIES
ENTRIES
ENTRIES
ENTRIES
ENTRIES
ENTRIES
ENTRIES
ENTRIES
ENTRIES
ENTRIES
ENTRIES
ENTRIES
ENTRIES
ENTRIES
ENTRIES
ENTRIES
ENTRIES
ENTRIES

CONTAIN
CONTAIN
CONTAIN
CONTAIN
CONTAIN
CONTAIN
CONTAIN
CONTAIN
CONTAIN
CONTAIN
CONTAIN
CONTAIN
CONTAIN
CONTAIN
CONTAIN
CONTAIN
CONTAIN
CONTAIN

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18

LÍNEA
LÍNEA
LÍNEA
LÍNEA
LÍNEA
LÍNEA
LÍNEA
LÍNEA
LÍNEA
LÍNEA
LÍNEA
LÍNEA
LÍNEA
LÍNEA
LÍNEA
LÍNEA
LÍNEA
LÍNEA

PRESIONE LA TECLA DE RETORNO

Fig. 5.12a “Búsqueda por línea-grupo’ para SDD-F-X (resultado) (sigue…)
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18 Líneas coincidentes
1: #
2801/A:
17 Líneas coincidentes
1: #
24685/A:

16 Líneas coincidentes
2778/A:
1: #

15 Líneas coincidentes
2813/A:
1: #
2: #
3: #

9162/A:
14231/A:

4: #

18297/A:

CEDRUSIN

1-(3-METHOXY-4-O-B-D-GLUCOPYRANOSYLPHENYL) -5- (3, 4-DIMETHOXYPHENYL) -PENTAN

DIHYDRODEHYDRODICONIFERYLALCOHOLTRIACETATE (a)

3-(6-(N-PHENYLSULFAMOYL) -3, 4-DIMETHOXYPHENYL) -PROPIONSAEURE (a)
ANHYDROVOBTUSIN (a)
4 - (BETA-D-GLUCOPYRANOSYLOXY)LARCIRESINOL-HEXAACETATE (a)

(…viene) Fig. 5.12a “Búsqueda por línea-grupo’ para SDD-F-X (resultado)

CEDRUSIN

c - 13

NMR

200

DATA BASE: A

100

Fig. 5.12b CSEARCH: Cedrusin

150

# - 17968

1/03/1991

c
c
c
c
c
c
c
c
c
c
c
c
c
c
c
c
c
c
c

-

1:
2:
3:
4:
5:
6:
7:
8:
9:
10:
11:
12:
13:
14:
15:
16:
17:
18:
19:

50

110,50D
148,30S
56,30Q
147,00S
116,30D
119,50D
134,60S
88,10D
55,10D
64,70T
136,60S
115,70D
129,70S
35,60T
31,90T
61,90T
116,90D
141,60S
146,00S

ORG. MAGN. RES. 21, 119 (19
C19H22O6
ACETONE

UNIW - 5201
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El espectro RMN 1H y 13C SEFT del segundo compuesto aislado
del extracto de éter dietil de la sangre de drago, SDD-F-Y, se muestra en la fig. 5.13 y 5.14 respectivamente. En contraste a SDD-F-X o
3’,4-O-dimetylcedrusin, este compuesto no mostró ninguna actividad biológica en el sistema de prueba in vitro el que fue usado para
guiar el fraccionamiento de la sangre de drago (ver cap. 4). El espectro RMN 1H fue muy similar a aquel de 3’,4-O-dimetylcedrusin, pero no solamente dos grupos metoxil fueron observados. Como en el
espectro RMN 13C de SDD-X, la intensidad de las señales debido a
los carbonos aromáticos cuaternarios fue más bien baja por la cantidad limitada de material disponible. Sin embargo, el espectro
RMN 13C del SDD-F-Y obviamente fue muy similar a aquel de 3’,4O-dimetylcedrusin y este confirmó la presencia de solamente dos
grupos metoxil. Las diferencias de cambio químico entre el espectro
RMN 13C de 3’,4-O-dimetylcedrusin y SDD-F-Y nos permitió localizar los grupos metoxil en el último compuesto. C-2, C-5 y C-6 mostraron el mismo cambio químico para ambos compuestos, indicando que ambos grupos metoxil podrían ser localizados en posiciones
3 y 4, y por esto el C-3’ fue sustituido por un grupo libre fenólico OH.
Esto fue confirmado por un cambio hacia abajo de 3,4 ppm para C2’ (desde 113,0 ppm y 3’,4-O-dimetylcedrusin a 116,4 ppm en SDDF-Y), y por el muy pequeño salto hacia arriba de solo 0,1 ppm para
C-6’ (desde 114,2 a 114,3 ppm). Esto estuvo en concordancia con las
consideraciones generales de cambio químico (Kalinowski y col.,
1984). Por ello un compuesto SDD-F-Y fue identificado como 4-Ometylcedrusin, ó 2-(3’,4’-dimetoxyfenil)-3-hidroxymetyl-2,3-dihydro-7-hidroxybenzofurano-5-n-propanol (ver fig. 5.15). Los alineamientos RMN 13C son listados en tabla 5.3, excepto por los carbonos
aromáticos cuaternarios porque su intensidad fue muy baja para
permitir alineamientos confiables. Los alineamientos de RMN 13C de
C-1’ a C-9’ son, por supuesto, muy similares a aquellos cedrusin que
se reportan en la literatura (Agrawal y col., 1983).

Fig. 5.13 Espectro RMN 1H de SDD-F-Y, grabado en CD3OD
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Fig. 5.14 Espectro RMN 13C-SEFT de SDD-F-Y, grabado en CD3OD
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(1)
(2)

3’,4-0-DIMETHYLCEDRUSIN
4-0-METHYLCEDRUSIN

Fig. 5.15 4-O-methylcedrusin

Tabla 5.3 Asignaciones RMN 13C para 4-O-dimethylcedrusin en CD3OD
(n.a. = no asignado)
C NMR (CD3OD)

13

C
1
2
3
4
5
6
7
8
9
1’
2’
3’
4’
5’
6’
7’
8’
9’
-OCH3

δ (ppm)
n.a.
110,7
n.a.
n.a.
118,0
119,8
89,1
55,4
65,1
n.a.
116,4
n.a.
n.a.
n.a.
114,3
32,9
35,8
62,3
56,4
56,8
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Las estructuras de SDD-F-X y SDD-F-Y fueron también confirmadas, respectivamente como 3’,4-O-dimetylcedrusin y 4-O-metylcedrusin mediante el espectómetro de masa (MS). El impacto del
electrón (EI) del espectrum de masa de 3’,4-O-dimetylcedrusin
(SDD-F-X) y 4-O-metylcedrusin (SDD-F-Y) se muestra en la fig.
5.16a y b, respectivamente. Ambos patrones de espectro son muy similares. El primer compuesto 3’,4-O-dimetylcedrusin, muestra un
ion molecular (M+.) a m/z 374. Otras alturas son observadas a m/z
356 (M+. - H20), m/z 344 (M+. - CH20), que las características de grupos fenólicos metoxil, ya m/z 341 (M+. - H20 - CH3). Las alturas correspondientes que son observadas en el segundo compuesto, 4-Ometylcedrusin con un ion molecular a m/z 360, e iones fragmentados a m/z 342 (M+. - H20), m/z 330 (M+. - CH20) y m/z 327 (M+. - H20
- CH3). Este compuesto fue contaminado con 3’,4-O-dimetycedrusin, evidente de una altura a m/z 374. Unas medidas altas de resolución para selección de iones fragmentados del segundo compuesto
arrojaron los siguientes elementos, ya esperados, de composición:
C20H24O6 (M+., m/z 360), C20H22O5 (m/z 342), C19H22O5 (m/z 330), y
C19H19O5 (m/z 327), que estuvieron en concordancia con las fragmentaciones mencionadas arriba. Elion hija del espectra MS/MS del
ion molecular de ambos compuestos (ver fig. 5.17a y b respectivamente), también confirmó este patrón de fragmentación y la posición del grupo libre hidroxi fenólico en SDD-F-Y. Los iones fragmentados a m/z para 3’,4-O-bimetylcedrusin (ver fig. 5.18, que resume la fragmentación de ambos compuestos). El ion fragmentado
a m/z 137, presente en ambos compuestos, es debido al dimetoxy
aryl moiety. La altura a m/z 224 para 4-O-metylcedrusin puede ser
explicada como debida a la pérdida de dimetoxybenzina, con 136
unidades de masa.
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(a)

(b)

Fig. 5.16 El espectro MS de (a) SDD-F-X y (b) SDD-F-Y
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(a)

(b)

Fig. 5.17 El espectro ion hijo MS/MS para (a) SDD-F-X y (b) SDD-F-Y
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(1) 3’,4-O-DIMETHYLCEDRUSIN
(2) 4-O-METHYLCEDRUSIN

(1)
m/z 374
356
344
341
208

M+.
M+. - H2O
M+. -CH2O
M+. - H2O - CH3

(2)
m/z 360
342
330
327
194

Fig. 5.18 Fragmentación de 3’,4-O-dimethyl- y 4-O-methyl-cedrusin
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Esta fue la primera vez que el 3’,4-O-dimetylcedrusin, al igual
que el 4-O-metylcedrusin fueron aislados de sus fuentes naturales.
Cedrusin fue aislado antes desde Cedrus deodara (Agrawal y col.,
1980) y cedrusin-4-O-glucósido del Pinus sylvestris (Popoff y
Theander, 1975) y Pinus contorta (Higuchi y col., 1977). Las estereoquímicas furanoideas absolutas para lineamientos similares que
contienen un grupo 9-metil, las que son, desde un punto de vista
biosintético, estrechamente relacionadas a aquellos lineamientos
con un grupo 9-hidroximetil, han sido establecidas por medidas
ORD/CD, como por ejemplo, en este caso, los licarinos A y B (fig.
5.19). Por ello las estereoquímicas de C-7 y C-8 de los licarinos A y
B (7S, 8S) fueron considerados ser unos indicativos para la estereoquímica furanoidea del cedrusin y compuestos relacionados (Agrawal y col., 1983). La biogénesis de los lineamientos y más en particular de los lineamientos dihydrobenzofuranos serán discutidos en
detalle en el cap. 7. El término “lineamiento” cubre todos los productos naturales de bajo peso molecular que asoman primariamente del acoplamiento oxidado de unidades para-hidroxifenilpropano
(C6-C3). El término “neolineamiento” fue introducido para designar
compuestos en los cuales las unidades C6 y C3 no están relacionadas
por una unión ß-ß’ (Agrawal y Thakur, 1984). Por ello, 3’,4-O-dimetylcedrusin y 4-O-metylcedrusin pertenecen al grupo de los neolineamientos.
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LICARINO A

LICARINO B
Fig. 5.19 Licarino A y Licarino B

5.1.4 Conclusión
El principio biológicamente activo del extracto de éter dietílico
de la sangre de drago, responsable de la estimulación de células endoteliales fue identificado como alcohol 3’,4-O-dimetylcedrusin o
alcohol 4-O-metyldihydrodedhydrodiconiferyl, ó 2-(3’,4’-dimehosyfenyl)-3-hidroxymetil-2,3-dihydro-7-metoxybenzofurano-5n-propanol. Otro compuesto, el que fue también aislado del extracto de éter dietil, pero que no mostró ninguna actividad biológica en
el mismo ensayo in vitro fue identificado como 4-O-metylcedrusin

Los constituyentes biológicamente activos de la sangre de drago / 143

ó 2 (3’,4-’-dimetoxyfenil)-3-hidroxymetyl-2,3-dihydro-7-hydroxybenzofurano-5-n-propanol. Las actividades biológicas de ambos
componentes, también en diferentes sistemas de prueba in vitro, serán investigadas con más detalle en los cap. 6 y 7.
5.2 Aislamiento e identificación de la taspina
5.2.1 Introducción
El aislamiento de la taspina alcaloide de la sangre de drago ha
sido descrito ya en el capítulo 4. El aislamiento de este compuesto en
un campo más amplio y su identificación por el espectroscopio será
discutido abajo.
5.2.2 Sección experimental
Aislamiento de la taspina. Como se describió en la sección 4.2.2
(ver fig. 4.5) 2340 g de sangre de drago fue, después de congeladasecada, extraída exhaustivamente con acetona. Después de chequear
que casi todos los 3’,4-O-dimetylcedrusin fueron completamente removidos (mediante la extracción del extracto final de acetona con
éter dietil, después de la primera evaporación hasta secado bajo presión reducida y subsecuente análisis TLC en este extracto de éter
dietil, como se describe arriba), el residuo fue extraído exhaustivamente con cloroformo/amino dietil (9/1). Mediante el análisis TLC
de gel de sílica con cloroformo/amino dietil (9/1) como la fase móvil, y después de rociar los platos con el reactivo Dragendorff, se encontró que el extracto aún contenía taspina. Este extracto de cloroformo/amino dietil fue evaporado hasta secado bajo presión reduci-
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da y combinado con la parte sobrante de SDD-F-CD (ver sección
4.2.2 y fig. 4.5). Un residuo total de 29,6 g fue obtenido, el que fue
disuelto en alrededor de 40 ml de cloroformo/metano/aminodietil
(9/9/2), y luego absorbido en 40 g de gel de sílica (tamaño de la partícula 0,040-0,063 mm, Merck). Después de secada, esta cantidad de
gel de sílica fue transferida a una columna VLC para que sirva como
la capa superior de una columna que consta de otros 60 gel de sílica
con el mismo tamaño de partículas. Esta columna fue elucidada con
cloroformo/amino dietil (9/1) y la elución fue monitoreada por TLC
en gel de sílica con la misma fase móvil. El reactivo Dragendorff fue
utilizado para la visualización de los puntos. Todas las fracciones
mostraron un punto positivo Dragendorff (Rf = 0,50), debido a la
taspina alcaloide. Las impurezas hidrofílicas no fueron elucidadas y
permanecieron sobre la columna. Todas las fracciones cloroformo/amino dietil (9/1), que contenían taspina, fueron combinadas y
evaporadas hasta secadas bajo presión reducida, produciendo un residuo de 21,5 g. Este residuo fue re-disuelto en cerca de 100 ml de
cloroformo/amino dietil (9/1), y guardado toda la noche a -25°C. La
precipitación ocurrió y después de filtrado 1,99 g (o alrededor de
0.09%, calculada una base de 2340 g de sangre de drago, que está en
concordancia con el resultado obtenido por Vaisberg y col., 1989)
fue obtenida una taspina cromatográficamente pura. La estructura
de la taspina que se muestra en la fig. 5.20. Para preparar la taspina
hidroclórica, una pequeña cantidad de la base (generalmente es alrededor de 10 ml) fue disuelta en alrededor de 1 ml de ácido hidroclórico 0,1 N y evaporado hasta secado bajo presión reducida.
El RMN y el espectómetro de masa. El espectro RMN fue grabado en CDCI. El impacto del electrón (EI, 70 eV) un bombardeo rápido de átomos (FAB) del espectro de masa fue grabado en el instrumento VG 70-SEQ.
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Fig. 5.20 La taspina

5.2.3 Resultados y discusión
El espectrum RMN 1H de taspina es mostrada en la fig. 5.21.
Los datos espectrales de RMN 1H de taspina han sido ya descritos
antes (Shamma y Moniot, 1971; Persinos-Perdue y col., 1979; Talapatra y col., 1982). Tres protones se observaron incluyendo un par
de dobles a 8,18 y 7,30 ppm (J = 8,8 Hz) asignado a H-10 y H-9 respectivamente. El otro protón aromático (H-3) ocurre como uno solo a 7,17 ppm. Los grupos metoxil y n-metil se encuentran a 4,10 y
2,37 ppm respectivamente. Las tripletas a 3,49 y 2,63 ppm (J = 7,8
Hz) son debidas a la unidad CH2-CH2 (C-15/C-16). Los alineamiento RMN 1H para taspina están listados en la tabla 5.4.
El deacoplamiento de una banda amplia de espectrum RMN
13
C de taspina es mostrado en la fig. 5.22. En el momento de nuestras investigaciones, los datos espectrales RMN 13C de la taspina, no
habían sido reportados todavía. Debido a que la estructura de la taspina es bastante inusual, ingresamos la lista de alturas completa (20
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líneas) y el sistema CSEARCH para encontrar compuestos similares.
Cinco ingresos conteniendo solamente 12 líneas fueron sacados (nivel de tolerancia ± 1,5 ppm), con (-)-pulchine, siendo la estructura
más similar a la taspina (ver fig. 5.23). Más aún, la fórmula estructural de la taspina fue también ingresada y una estimación del espectrum se llevó a cabo. El “comando de estimación de espectrum” nos
permitió la estimación del espectrum de una estructura dada. La
inspección de cada carbono similar, que ha sido usada para la estimación del espectrum, es posible. Antes de empezar una estimación
del espectrum, el nivel-unión (1 a 5) a ser usado, debe ser especificado. Cuando se usa un nivel 1-unión, solamente la influencia de
átomos directamente unidos, es considerada con un nivel 2-unión,
la influencia de los átomos vecinos dentro de una esfera de dobleunión es tomada en cuenta, etc. Generalmente el nivel 3-unión es
necesario para carbonos sp3 y un nivel 4-unión para otros. Si compuestos muy similares o fragmentos estructurales están presentes en
la base de datos, la mayoría de cálculos será hecho a nivel 5-unión.
Si por ciertos carbonos ninguna similaridad unión 5 es encontrada,
debe ser seleccionado un nivel-unión más bajo. Esto es ilustrado para la taspina en la fig. 5.24. Una estimación de cambio químico a nivel 5-unión es posible solamente para tres carbonos, ejemplo para
C-1, C-2 y C-10, que no son líneas comunes N-metyl y metoxil (el
sistema de numeración usado a través de la estimación del espectrum, que tiene su origen en la notación lineal de la fórmula estructural, es mostrado en la fig. 5.25). A un nivel 4-unión, C-12, una señal aromática CH y C-19, otro grupo metoxil, están también estimados. La estimación para C-12 está basada en una sola referencia. Un
nivel 3-unión, una estimación de cambio químico para C-3, C-9, C11, C-13 y C-20 es posible también. E.g., la estimación para C-9, un
carbono aromático cuaternario sustituido con un grupo metoxil es-
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tá basado en nueve referencias. El número de referencia es la base de
datos, el número del átomo de carbono particular usado para la estimación y el correspondiente cambio químico pueden ser mostrados, si fuera necesario. La distribución de los valores de cambio químico de todos los átomos de carbono similares está representada en
un histograma; el cambio químico actual “estimado” calculado para
nuestra estructura en duda, es un peso promedio de todos estos valores. El histograma da una idea del rango del cambio químico que
se espera de un carbono en un ambiente químico dado. Cada referencia puede ser inspeccionada en detalle si es necesario. A nivel 2unión, una estimación de cambio químico es hecha para todos los
carbonos, excepto para C-16. A nivel 1-unión, C-16 puede ser también estimado. Por supuesto, las estimaciones llevadas a cabo a nivel-unión de solo 1 y 2 no son de ninguna manera precisas, y proveen solamente de una aproximación muy general del rango de
cambio químico esperado. En resumen, el espectrum estimado da el
mejor valor para cada átomo de carbono, la multiplicidad (Q = cuadruplo, T = triple, D =doble, S =único) y el nivel-unión usado para
cada valor estimado se muestra en la fig. 5.25.
Tabla 5.4 Asignaciones RMN 1H para taspina
RMN H1 (CDCI3)

δ (ppm)
2,37
2,63
3,49
4,10
7,17
7,30
8,18

H
6H,
2H,
2H,
6H,
1H,
1H,
1H,

s, 2 x N-CH3
t, J = 7,8 Hz, H-16, H-16’
t, J = 7,8 Hz, H-15, H-15’
s, 2 x O-CH3
s, H-3
d, J = 8,8 Hz, H-9
d, J = 8,8 Hz, H-10

Fig. 5.21 Espectrum de taspina RMN 1H, grabado en CDCI3
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Fig. 5.22 Espectrum de taspina RMN

13C,

grabado en CDCI3
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NMR

DATA BASE: A

# - 5458

1/03/1991

c
c
c
c
c
c
c
c
c
c
c
c
c
c
c
c
c
c
c

-

1:
2:
3:
4:
5:
6:
7:
8:
9:
10:
11:
12:
13:
14:
15:
16:
17:
18:
19:

119,30S
141,40S
145,70S
56,00QA
109,50D
123,80S
28,80T
53,30T
43,80Q
62,60D
128,20SB
34,00T
127,90SB
128,20D
112,40DC
158,20S
55,20QA
114,00DC
133,10S

J. NAT. PEODUCTS, 50, 297 (19 C19H21NO3
CDCL3

UNIW - 20364

Fig. 5.24 Espectrum de estimación para la taspina

(-) - PULCHINEJ (-) - N- METHYLZENKERINE

c - 13
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ESTIMACION DEL ESPECTRUM: NIVEL DE UNION = 5
C-1
C-2
C - 10

45,15 PPM, RANGO:
45,15 PPM, RANGO:
56,44 PPM, RANGO:

45,10 - 45,20 PPM, HITS:
45,10 - 45,20 PPM, HITS:
55,88 - 57,70 PPM, HITS:

2
2
6

ESTIMACION DEL ESPECTRUM: NIVEL DE UNION = 4
C
C
C
C
C

-

1
2
10
12
19

45,13
45,13
56,02
121,60
56,68

PPM,
PPM,
PPM,
PPM,
PPM,

RANGO:
RANGO:
RANGO:
RANGO:
RANGO:

44,90
44,90
54,70
121,60
52,10

-

45,30 PPM, HITS:
45,30 PPM, HITS:
61,55 PPM, HITS:
121,60 PPM, HITS:
60,70 PPM, HITS:

4
4
322
1
94

ESTIMACION DEL ESPECTRUM: NIVEL DE UNION = 3
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C

-

1
2
3
9
10
11
12
13
19
20

45,36
45,36
60,20
147,42
56,07
110,87
124,08
115,57
56,07
115,06

PPM,
PPM,
PPM,
PPM,
PPM,
PPM,
PPM,
PPM,
PPM,
PPM,

RANGO:
RANGO:
RANGO:
RANGO:
RANGO:
RANGO:
RANGO:
RANGO:
RANGO:
RANGO:

44,60
44,60
60,10
135,00
36,10
104,50
116,00
111,90
36,10
105,70

- 46,10 PPM, HITS:
- 46,10 PPM, HITS:
- 60,30 PPM, HITS:
- 152,30 PPM, HITS:
- 61,55 PPM, HITS:
- 120,00 PPM, HITS:
- 139,60 PPM, HITS:
- 119,71 PPM, HITS:
- 61,55 PPM, HITS:
- 146,80 PPM, HITS:

15
15
2
9
801
22
32
5
801
10

PRESS THE RETURN KEY
SALIDA DETALLADA PARA TODOS LOS 20 ATOMOS? (S-N) N
INGRESE EL NUMERO DE ATOMOS A SER SELECCIONADOS, O = FIN
9
C - # 9:
22171/1
3033/A
20592/A

12
10
30

149,44
145,70
152,30

22170/A
3038/A
20590/A

11
11
28

149,40
145,50
149,80

22173/A
2687/A
20591/A

11
5
28

150,18
135,00
149,50

PRESS THE RETURN KEY
Fig. 5.24 (Continuación). Estimación del espectrum para taspina
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C-#9
9 HITS
MOSTRAR: IZQ. = 166
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
* **
*
* **
*
^
160

^

DERECHA = 108 PPM

*
*
^
140

^

^
120

^

PRESS THE RETURN KEY
RANGO DE CAMBIO-TOTAL CONOCIDO: 135,00 - 152,30 PPM
SELECCION DE RANGO, 0 = MOSTRAR TODOS LOS INGRESOS,
RETORNAR = SALTAR
ESTIMACION DEL ESPECTRUM: NIVEL DE UNION = 2
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C

-

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12

45,17 PPM, RANGO
45,17 PPM, RANGO
59,73 PPM, RANGO
33,35 PPM, RANGO
139,60 PPM, RANGO
117,10 PPM, RANGO
159,81 PPM, RANGO
145,12 PPM, RANGO
148,74 PPM, RANGO
54,62 PPM, RANGO
115,40 PPM, RANGO
127,14 PPM, RANGO

43,30 - 46,50 PPM, HITS:
43,30 - 46,50 PPM, HITS:
56,90 - 61,60 PPM, HITS:
31,00 - 37,10 PPM, HITS:
105,90 - 149,30 PPM, HITS:
111,80 - 119,20 PPM, HITS:
152,30 - 165,30 PPM, HITS:
136,83 - 150,50 PPM, HITS:
133,00 - 164,70 PPM, HITS:
20,90 - 69,86 PPM, HITS:
110,16 - 137,00 PPM, HITS:
113,40 - 143,20 PPM, HITS:

30
30
4
16
21
4
27
15
412
3174
524
337

Fig. 5.24 (Continuación). Estimación del espectrum para taspina
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ESTIMACION DEL ESPECTRUM
C
C
C
C
C
C
C

-

13
14
15
17
18
19
20

120,39
159,53
117,25
145,12
151,46
54,62
112,13

PPM,
PPM,
PPM,
PPM,
PPM,
PPM,
PPM,

RANGO
RANGO
RANGO
RANGO
RANGO
RANGO
RANGO

111,22
156,10
115,40
136,83
105,90
20,90
104,00

-

141,40 PPM, HITS:
168,60 PPM, HITS:
119,10 PPM, HITS:
150,50 PPM, HITS:
163,20 PPM, HITS:
69,86 PPM, HITS:
146,80 PPM, HITS:

117
25
2
15
112
3174
207

ESTIMACION DEL ESPECTRUM: NIVEL DE UNION = 1
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C

-

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

37,99
37,99
47,12
34,59
134,54
126,62
161,52
153,57
153,57
55,07
124,07
124,07
126,62
161,52
126,62
126,62
153,57
153,57
55,07
124,07

PPM,
PPM,
PPM,
PPM,
PPM,
PPM,
PPM,
PPM,
PPM,
PPM,
PPM,
PPM,
PPM,
PPM,
PPM,
PPM,
PPM,
PPM,
PPM,
PPM,

RANGO
RANGO
RANGO
RANGO
RANGO
RANGO
RANGO
RANGO
RANGO
RANGO
RANGO
RANGO
RANGO
RANGO
RANGO
RANGO
RANGO
RANGO
RANGO
RANGO

23,30
23,30
33,00
13,35
75,50
20,10
151,60
101,40
101,40
20,90
74,80
74,80
20,10
151,60
20,10
20,10
101,40
101,40
20,90
74,80

-

78,45 PPM, HITS: 1414
78,45 PPM, HITS: 1414
69,70 PPM, HITS:
748
71,50 PPM, HITS: 2543
174,60 PPM, HITS: 5027
162,66 PPM, HITS: 4800
177,70 PPM, HITS:
383
182,60 PPM, HITS: 5176
182,60 PPM, HITS: 5176
69,86 PPM, HITS: 4610
184,00 PPM, HITS: 25258
184,00 PPM, HITS: 25258
162,66 PPM, HITS: 4800
177,70 PPM, HITS:
383
162,66 PPM, HITS:
480
162,66 PPM, HITS: 4800
182,60 PPM, HITS: 5176
182,60 PPM, HITS: 5176
69,86 PPM, HITS: 4610
184,00 PPM, HITS: 25258

PRESS THE RETURN KEY

Fig. 5.24 (Continuación). Estimación del espectrum para taspina

-

1: 45,2 Q5
2: 45,2 Q5
3:
60,2 T3
4:
33,3 T2
5: 139,6 S2
6: 117,1 S2
7: 159,8 S2
8: 145,1 S2
9: 147,4 S3
10: 56,4 Q5
11: 110,9 D3
12: 121,6 D4
13: 115,6 S3
14: 159,5 S2
15: 117,3 S2
16: 126,6 S1
17: 145,1 S2
18: 151,5 S2
19: 56,7 Q4
20: 115,1 D3

Fig. 5.25 Estimación del espectrum para taspina (resultado)

C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C

ESTIMACIÓN DEL ESPECTRUM
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La estimación del espectrum también es posible en el STN
RMN 13C/Sistema de información IR. Si éste no es necesario para especificar el nivel-unión requerido para estimaciones; el sistema
muestra directamente el cambio químico que se espera para un carbono con un código idéntico HOSE (Descripción esférica ordenada
jerárquicamente del ambiente). Si no hay disponibles carbonos con
un código idéntico HOSE, el sistema interpola entre los cambios
químicos de dos átomos de carbono con el código más similar a
HOSE. El resultado de ambas estimaciones espectrum están listadas
en la tabla 5.5 a y b, respectivamente. Para el STN RMN 13C/estimación IR, la desviación posible es dada también. El rango esperado en
el sistema CSEARCH es dependiente del nivel-unión usado (ver fig.
5.24). Los cambios químicos actuales RMN 13C de taspina, asignados
de acuerdo a la información obtenida en la estimación del espectrum y consideraciones generales de cambios químicos, también son
dadas (Tabla 5.5c). Estas asignaciones fueron confirmadas recientemente por Itakawa y col. (1991), quien ha estudiado el espectrum
RMN 13C de taspina en experimentos COLOC. Como se muestra en
la fig. 5.22, la intensidad de señal de los carbonos aromáticos cuaternarios es muy baja. Debido al bajo número de átomos de hidrógeno
en la parte central de la molécula, el tiempo de relajación de estos
átomos de carbono es muy largo, lo que explica sus bajas intensidades. Además los cambios químicos de dos ésteres carboniles son notablemente bajos (bajo 160 ppm). En general las estimaciones de
cambio químico, hechas mediante el sistema CSEARCH parecen ser
más confiables que aquellas obtenidas usando el STN RMN 13C/sistema de información IR, como se ilustra en la tabla 5.5.
La identificación de la taspina también se confirmó por el espectómetro de masa EI y FAB (ver fig. 5.26a y b, repectivamente). El
ion molecular de taspina es encontrado a m/z 369 en EI MS y a m/z
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370 ([M + H]+) en MS FAB. En EI MS alturas importantes de fragmentación ocurren a m/z 324 (la pérdida de la mitad de
CH3NHCH3) y a m/z 311 (la pérdida de la mitad de -CH2N(CH3)2).
Las alturas a m/z 367 en EI MS ya 368 ([M + H]+) en MS FAB pueden ser debido a un compuesto menor con un peso molecular de
367, conteniendo una insaturación adicional, la que puede ocurrir
solamente en un lado de la cadena, aunque este derivado no saturado (dehydrotaspina) podría no ser detectado por el espectroscopio
RMN 1H o 13C.
La taspina es singularmente única en el espacio de la química
alcaloide. Ésta es una base dilactónica terciaria sin ningún otro familiar cercano entre otros alcaloides. La taspina fue previamente aislada del Leontice eversmannii (Berberidaceae) (Platonova y col.,
1956), Magnolia liliflora (Magnoliaceae) (Talapatra y col., 1982) y,
como se mencionó antes, de la sangre de drago (Persinos-Perdue y
col., 1979; Bettolo y Scarpati, 1979). Aunque a primera vista es estructuralmente relacionada a un ácido helágico, la taspina se piensa
que está biogenéticamente derivada de (+)-magnoflorine, un alcaloideo aporfina ampliamente difundido (Shamma y Moniot, 1971).
El coaparecimiento de la taspina y los alcaloides aporfinos taliporfina y glaucina en Croton draconoides (Bettolo y Scarpati, 1979) apoya esta hipótesis. La biosíntesis de la taspina se muestra en la fig. 5.27
(Cordell, 1981).
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Tabla 5.5 Asignaciones RMN 13C (δ, ppm) para taspina

C

(a)
CSEARCH

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

45,2
45,2
60,2
33,3
139,6
117,1
159,8
145,1
147,4
56,4
110,9
121,6
115,6
159,5
117,3
126,6
145,1
151,5
56,7
115,1

STN

(b)
NMR/IR

13C

45,2 ± 0,4
45,2 ± 0,4
58,2± 1,3
28,6 ± 0,1
150,9 ± 5,9
135,5 ± 3,8
172,6 ± 0,4
130,1 ± 0,7
153,9 ± 11,4
56,0 ± 0,2
112,0 ± 0,2
131,6 ± 1,9
129,0 ±0,6
167,9 ± 3,2
124,6 ± 9,8
124,6 ± 9,8
130,1 ± 0,7
153,9 ± 11,4
56,0 ± 0,2
111,3 ± 1,1

(a) Spectrum estimation for taspine using CSEARCH
(b) Spectrum estimation for taspine using STN 13C NMR / IR
(c) Observed values (recorded in CDCl3)
(*, #: asignaciones pueden ser vertidas)

(c)
observed
45,3
45,3
60,3
33,0
144,4
109,2
157,6
136,7
150,9*
56,5
116,6
126,8
111,5
158,6
118,4#
119,1#
137,9
151,2*
56,5
113,6
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(a)

(b)

Fig. 5.26 (a) el IE-MS y (b) FAB-MS para taspina
(matriz relacionada a las alturas son marcadas*)
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Fig. 5.27 Biosíntesis de la taspina

5.2.4 Conclusión
Solamente un alcaloide, taspina, fue aislado del extracto de cloroformo/amino dietil de sangre de drago, identificado mediante el
espectroscopio. Se obtuvo un resultado muy alto (alrededor de
0,09%) cuando se comparó a 3’,4-O-dimetylcedrusin (alrededor de
0,0014%) el principio biológicamente activo obtenido mediante el
bioensayo guiado de aislamiento del extracto éter dietil. La taspina
fue muy sitotóxico en este ensayo, como se demostró en el cap. 4. Las
actividades biológicas in vitro de la taspina serán investigadas con
más detalle en el cap. 6.
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6. ACTIVIDADES IN VITRO
DE 3’,4-O-DIMETYLCEDRUSIN Y TASPINA
6.1 Introducción
El bioensayo guiado de fraccionamiento de la sangre de drago
usando la estimulación in vitro de las células endoteliales como un
sistema de prueba biológico, ha resultado en la caracterización de
3’,4-O-dimetylcedrusin como el principio activo de la sangre de drago (ver caps. 4 y 5). La taspina alcaloide fue altamente citotóxica en
el mismo ensayo in vitro. Las actividades biológicas de ambos compuestos en varios sistemas de prueba in vitro, incluyendo la estimulación de pigmento de células espiteliales de retina humana (HRPE)
y fibroblastos de piel humana (HFIB) y la incorporación de timidina triatado en DNA de células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC), serán exploradas con mayor detalle en este capítulo.
Por lo que las actividades antivirales, antimicrobiales y anti-hongos
han sido reportadas para los lineamientos (cadenas) (MacRae y Towers, 1984; MacRae y col., 1989), y porque la taspina inhibida RNAdirigida DNA polimerasa (transcripción revertida) la actividad de
un virus de tumor RNA (Sethi, 1977), 3’,4-O-dimetylcedrusin y taspina fueron también probadas por sus actividades quimioterapéuticas.
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6.2

Métodos experimentales

Simulación de células epiteliales de pigmento de retina humana
(HRPE) y fibroblastos de piel humana (FIB). 3’,4-O-dimetylcedrusin
y taspina fueron probados para la estimulación de las células
epiteliales de pigmento de retina humana (HRPE) y fibroblastos de
piel humana (HFIB), como se describe en la sección 2.3.2 de manera similar a las células endoteliales. Las muestras de la prueba incluyen 3’,4-O-dimetylcedrusin (0,1% o 1 mg/ml en PEG 400 10%) y
taspina hidroclórida (0,01% o 0,1 mg/ml en H2O). Los ensayos de
crecimiento de células fueron llevados a cabo en un medio que contienen 2% de suero fetal de ternera, una serie de diluciones de la
muestra probada (10%, 5%, 2,5%, 1,25%, 0,6%, 0,3%, 0,15%,
0,08% y 0,04%). Experimentos de control negativo con 2% de suero fetal de ternera y a través de experimentos de control positivo con
10 y 20% con suero fetal de ternera también se llevaron a cabo.
Ensayo para incorporación de timidina triatado en células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC). La incorporación de timidina triatado en células endoteliales de vena umbilical humana
(HUVEC) fue determinada como se describe en la sección 2.3.3. Las
muestras de prueba incluyen 3’,4-O-dimethylcedrusin (0,5% ó 5
mg/ml en PEG 400 al 33%) y taspina hidroclórida (0,01% ó 0,1
mg/ml en H2O). Para ambos compuestos una serie de diluciones dobles fue probada comenzando con una concentración de 250 µg/ml
para 3’,4-O-dimetylecedrusin (250, 125, 62,5…, hasta bajar a 0,49
µg/ml) y de 2,5 µg/ml para taspina (2,5, 1,25, 0,625,…, hasta bajar a
0,0049 µg/ml).
Actividades antivirales, antibacteriales y anti-hongos. 3’,4-O-dimetylcedrusin y la taspina hidroclorida fueron probados por sus actividades antivirales, antibacteriales y anti-hongos de acuerdo a presuntos conocidos (ver sección 2.3.5).
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6.3

Resultados y discusión

Los resultados del ensayo de crecimiento para células epiteliales
de pigmento de retina humana (HRPE) y fibroblastos de piel humana (HFIB) se muestran en la tabla 6.1 a y b para 3’,4-O-dimetylcedrusin y taspina, respectivamente. 3’,4-O-dimetylcedrusin mostró
una estimulación inicial de células HRPE, pero desaparecieron después de pocos días a concentraciones desde 25 µg/ml a 6 µg/ml. Este rango estuvo de acuerdo con las concentraciones de estimulación
observadas para muestras S-12 (compuesto SDD-X o 3’,4-O-dimetylcedrusin) en el experimento descrito en la sección 4.2.3 (ver
tabla 4.2, estimulacion de células endoteliales similares al experimento de control positivo a 25 µg/ml y 5 µg/ml). Después de la estimulación inicial, sin embargo, los efectos tóxicos llegaron a evidenciarse. A concentraciones más bajas, no-tóxicas (desde 3 µg/ml hasta llegar a 0,8 µg/ml) 3’,4-O-dimetylcedrusin mostró estimulación
de las células HRPE, similares al experimento de control positivo.
Los mismos compuestos fueron citotóxicos para fibroblastos de piel
humana (HFIB) hasta bajar a una concentración de 6 µg/ml pero
mostró una estimulación de HFIB similar al experimento de control
positivo en 3 µg/ml y 1,5 µg/ml. La taspina no estimuló las células
HRPE o HFIB. Esta fue citotóxica para ambos tipos de células hasta
una concentración de cerca de 0,3 µg/ml, la que está en el mismo orden de magnitud como se observó antes para células endoteliales
(ver sección 4.2.3).
Para una evaluación más precisa sobre los efectos en células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) observada por 3’,4O-dimetylcedrusin (estimulación) y taspina (citotóxica) (ver sección 4.2.3), un ensayo de incorporación de timidina in vitro fue llevado a cabo. Los resultados se muestran en la fig. 6.1 a y b para 3’,4-
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O-dimetylcedrusin. El primer gráfico (fig. 6.1a) nos da un número
relativo de células al final del experimento, con el experimento de
control negativo al 100% como una función de concentración. El
máximo número de células fue obtenido entre 50 y 100 µg/ml, que
fue más alto del observado para muestra S-12 (SDD-X o 3’,4-O-dimetylcedrusin) en el experimento descrito en la sección 4.2.3 para
actividad máxima en 25 µg/ml y 5 µg/ml). Esto es debido al hecho
de que el ensayo de incorporación de timidina al solamente 2% de
suero adulto humano fue usado en lugar de 5% como en el ensayo
de crecimiento de células. A concentraciones más altas (125 µg/ml y
250 µg/ml) el compuesto fue tóxico para las células. Es interesante
notar que la concentración actual de 3’,4-O-dimetylcedrusin en sangre de drago calculada en la sección 5.1 como 0,0014% ó 14 µg/ml,
está en el mismo orden de magnitud que las concentraciones biológicamente activas observadas en los experimentos descritos en esta
sección. El segundo gráfico, mostrado en la fig. 6.1b, da la incorporación del timidina triatado expresado como CPM (contaje por minuto) con una función de concentración. A primera vista, estos resultados son contradictorios. Normalmente un aumento de la incorporación de timidina o síntesis de DNA fue esperado para aquellas
concentraciones donde el número de células incrementó. Sin embargo, en este experimento una inhibición de la incorporación de
timidina fue observada. Esto indicó que 3’,4-O-dimetylcedrusin no
estimulaba la proliferación de células, pero que tenía un efecto protector contra la degradación de células en un medio degenerativo
con solamente 2% de suero adulto humano como un experimento
de control negativo.
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NÚMERO DE
CÉLULAS
(%)

ESTIMULACION DE CÉLULAS ENDOTELIALES
3’,4-0-DIMETHYLCEDRUSIN
EXPERIMENTO DE CONTROL POSITIVO = 492%

EXPERIMENTO DE CONTROL
NEGATIVO

CONCENTRACIÓN (µg / ml)

INCORPORACIÓN DE THYMIDINA 3H,
3’,4-0-DIMETHYLCEDRUSIN

CONCENTRACIÓN (µg / ml)

Fig. 6.1 Incorporación del ensayo Timidina para 3’,4-O-dimetylcedrusin
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NÚMERO DE
CÉLULAS
(%)

ESTIMULACIÓN DE CÉLULAS ENDOTELIALES
TASPINA
EXPERIMENTO DE CONTROL POSITIVO = 492%
EXPERIMENTO DE CONTROL
NEGATIVO

CONCENTRACIÓN (µg / ml)

INCORPORACION DE 3H, THYMIDINA
TASPINA

CONCENTRACIÓN (µg / ml)

Fig. 6.2 Incorporación del ensayo timidina para taspina
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Un experimento similar fue llevado a cabo con taspina. Ambos
gráficos (número de células e incorporación de timidina vs. concentración) son mostrados en la fig. 6.2 a y b, respectivamente. Como
se menciona arriba, este alcaloide es altamente citotóxico: en todas
las concentraciones probadas el número de células fue menor que en
el experimento de control negativo y decreció mientras que la concentración bajaba. En este experimento, ambos gráficos tienen la
misma forma. La disminución de la incorporación de timidina fue
debida solamente a la citotoxicidad.
La inhibición de la incorporación de timidina por 3’,4-O-dimetylcedrusin es calculada en la tabla 6.2. Para calcular el porcentaje de inhibición de la incorporación de timidina, el número actual
de células debe tomarse en cuenta. Por ello para cada concentración
probada, la tabla 6.2 nos da el número de células aproximado por
fuente, el porcentaje de células relativas al experimento de control
negativo (= 100%), la incorporación de timidina por célula (CPM/número de células), el porcentaje de incorporación de timidina relativo al experimento de control negativo (= 100%) y el porcentaje
de inhibición de la incorporación de timidina, ya que este se debe
solamente a la citotoxicidad, pero en concentraciones no-tóxicas tales como 62,5 µg/ml, alrededor del 98% de la incorporación de
timidina es inhibida. A solamente 2 µg/ml, la inhibición está alrededor del 50%. Ese fenómeno de inhibición de la incorporación del
timidina será explorado con mayor detalle para el 3’,4-O-dimetylcedrusin y compuestos relacionados en el capítulo 7.
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Tabla 6.2
Inhibición de la incorporación de timidina en HUVEC
mediante 3’,4-O-dimetylcedrusin
Concentración
(µg/ml)

Nº de
células/
fuente

CPM/Cell
%

thym.
%

Inhibición
%

250

0

0

-

-

-

125

3000

46

0,08800

3

97

62,5

15000

231

0,04780

2

98

31,25

12000

185

0,17867

7

93

15,625

11000

169

0,33118

13

87

7,8125

8000

123

0,53850

21

79

3,9062

8000

123

0,75425

29

71

1,9531

8000

123

1,33488

52

48

0,9766

7000

108

1,75357

68

32

0,4883

7000

108

2,60729

101

-1

0,0

6500

100

2,55954

100

0

El 3’,4-O-dimetylcedrusin no mostró ninguna actividad antiviral, antibacterial o anti-hongos contra los organismos probados. La
taspina hidroclorida no mostró ninguna actividad antibacterial o
anti-hongo. Fue activa contra el virus de herpes simple 1. Un factor
de reducción del titre viral de 102 fue observado a una concentración
de 2 µg/ml, y a 106 a 5 µg/ml y 10 µg/ml. Los últimos resultados fueron parcialmente obtenidos en concentraciones subtóxicas. Debido
a la citotoxicidad observada, estos resultados no pudieron ser considerados como útiles.
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6.4

Conclusión

Se encontró que el 3’,4-O-dimetylcedrusin estimula, no solamente a las células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC), como se observó durante el bioensayo guiado de fraccionamiento de sangre de drago, sino también en las células epiteliales de
pigmento de retina humana (HRPE) y fibroblastos de piel humana
(HFIB). Sin embargo, el 3’,4-O-dimetylcedrusin inhibió la incorporación de timidina triatado en células endoteliales (HUVEC). Estos
resultados indicaron que este compuesto no estimula la proliferación de células. Pero que tenía un efecto protector contra la degradación de células en un medio degenerativo. La inhibición de la incorporación de timidina será investigada más tarde para el 3’,4-Odimetylcedrusin y compuestos relacionados en el cap. 7. La citotoxicidad de la taspina, hasta bajar a una concentración de cerca de 0,3
µg/ml, la que fue ya observada durante el bioensayo guiado del fraccionamiento de sangre de drago, fue confirmada. Ni el 3’,4-O-dimetylcedrusin, ni la taspina, mostraron ningún efecto útil antiviral,
antibacterial o anti-hongos.
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7. SÍNTESIS BIOMIMÉTICA Y ACTIVIDAD
BIOLÓGICA DE LOS LINEAMIENTOS
(CADENAS) DIHYDROBENZOFURANO
7.1

Introducción

El término “lignan” (lineamiento-cadena) fue introducido alrededor de 1940 para una categoría de productos de plantas que consta de dos unidades C6-C3 (fenylpropano), relacionados por una
unión que conecta los átomos centrales de carbono (ß) para cada lado de la cadena. En 1969 la definición fue extendida para cubrir a
todos los productos de bajo peso molecular que asomaban del acoplamiento de oxidaciones de unidades para-hydrosyfenylpropano.
El término “neolignan” (neolineamientos) fue introducido para designar compuestos en los cuales las dos unidades C6-C3 no estaban
relacionadas por una unión ß-ß’. Usando esta definición 3’,4-O-dimetylcedrusin y el 4-O-metylcedrusin, la identificación que fue descrita en la sección 5.1 son neolineamientos. Sin embargo los términos lineamiento y neolineamiento han guiado a mucha confusión a
través de los años desde que otras definiciones conflictivas también
han sido propuestas. De acuerdo a la definición más reciente, el lineamiento está formado por un acoplamiento de oxidación de alcoholes cinnamyl y/o ácidos cinámicos, donde los neolineamientos están formados por acoplamientos de oxidación de propenyl-fenoles
y/o allyfenoles. Ya que la última definición no identifica ninguna diferencia química fundamental entre las dos series de compuestos así
definidas, la definición tradicional formal debe ser preferida y adop-
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tada a través de este trabajo (Gottlieb O.R., 1977; Ward R.S., 1982;
Agrawal y Thakur, 1985).
La gran variedad de estructuras que los lineamientos y neolineamientos poseen, puede ser explicada mediante diferentes posibles maneras de acoplamiento de los fenoxy-radicales involucrados.
Los lineamientos son biogenéticamente formados por modificaciones posteriores (ej.: reducción, ciclización, hidración) del intermedio obtenido mediante el acoplamiento de la unión de dos formas
canonicales de tipo E, donde los neolineamientos son formados de
otras combinaciones de formas canonicales A-E (de acuerdo a la definición tradicional) (ver fig. 7.1). En las reacciones sintéticas de oxidación ocurren también diferentes modos de acoplamiento dependiendo del método de oxidación o el agente oxidante empleado. A
manera de ilustración, la biosíntesis de alcohol dehidrodiconiferyl se
muestra en la fig. 7.2 (Luckner, 1972).

Fig. 7.1 Formas canonicales de unidades biosintéticas C6-C3 de lineamientos y
neolineamientos
(X = COOH, CH2OH,CH3
R = H, OCH3)

Los constituyentes biológicamente activos de la sangre de drago / 175

Debido al bajo resultado de 3’,4-O-dimetylcedrusin y 4-Ometylcedrusin de la sangre de drago y porque de la diferencia notable en la actividad biológica (el compuesto enunciado antes que
muestre estimulación de células endoteliales, en contraste al último
enunciado), un proyecto de investigación fue concebido para sintetizar ambos compuestos y otro relacionado a los lineamientos dihydrobenzofuranos, para explorar esta actividad biológica y las relaciones actuales estructura-actividad en mayor detalle. Para la síntesis orgánica del esqueleto de dihydrobenzofurano, un procedimiento biomimético que envuelve la dimerización de oxidación de
metylferulato fue adoptado (Antus y col., 1989). La síntesis de racemic 3’,4-O-dimetylcedrusin y una comparación de las actividades
biológicas de este producto y sus precursores sintéticos con 3’,4-Odimetylcedrusin natural y 4-O-metylcedrusin, han sido reportados
en este capítulo.
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Fig. 7.2 Biosíntesis del alcohol dehidrodiconiferil
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7.2 Sección experimental
Síntesis orgánica. La síntesis biomimética de 3’,4-O-dimetylcedrusin fue basada en un trabajo original de Antus y col. (1989), y llevada a cabo en el laboratorio de Química Orgánica de la Universidad de Antwerp (RUCA). La reacción es mostrada en la fig. 7.3 (Hellemans, 1991). Acido ferúlico fue obtenido de Janssen Chimica,
Bélgica-Methyl ferutato, fue preparada del ácido ferúlico mediante
esterificación con metanoly oxidación con Ag2O en benzeno/acetona a temperatura ambiental. El producto de la reacción fue purificado mediante cromatografía de columna en gel de sílica que arrojó
como resultado racemic (E)-metyl-3-[2,3-dihydro-2-(4-hydroxy-3metoxyfeni)-7-metoxy-3-metoxicarbonil-1-benzofurano-5-yl]propenoato (ver figs. 7.3 y 7.4, compuesto 1) en un resultado de alrededor del 40% calculado sobre metyferulato. La estereoquímica
del anillo dihydrofurano fue determinado mediante un espectroscopio RMN trans (Agrawal y col., 1983). Reacciones subsecuentes que
siguieron a racemic 3’,4-O-dimetylcedrusin, incluyendo metilación
del grupo fenólico hidroxil, saturación de la doble unión del lado de
cadena C3 y la reducción de ambas funciones ester de alcoholes primarios, y estos se muestran en fig. 7.4 (3’,4-O-dimetylcedrusin =
compuesto 4). Estas estructuras fueron confirmadas mediante la espectroscopia (RMN 1H y 13C, COSY, HETCOR, largo-alcance HETCOR, MS.
Actividades Biológicas. La actividad biológica de los compuestos
1-4 fue comparada con el 3’,4-O-dimetylcedrusin natural y 4-Ometylcedrusin, aislados antes de la sangre de drago como se describe en los caps. 5 y 6.
Células de riñón de bebé hamster (BHK). En un primer experimento el efecto del ácido ferúlico, metylferulato, 3’,4-O-dimetylce-
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drusin, 4-O-metylcedrusin y compuesto sintético 1 en la incorporación de timidina triatado fue estudiado usando células BHK, de
acuerdo con la sección 2.3.3. Muestras de 0,5% en PEG 400 al 33%
fueron probadas en diluciones del 5% (250 µg/ml) hasta bajar a
0,02% (1 µg/ml) para 3’,4-O-dimetylcedrusin y 4-O-metylcedrusin,
y en diluciones del 3% (150 µg/ml), 0,5% (25 µg/ml) y 0,1% (5
µg/ml) para ácido ferúlico, metylferulato y compuesto 1. Al final del
experimento, el número de células por fuente fue aproximadamente estimado por el microscopio (confluencia = 100%, post-confluencia (policapas) >100%, sub-confluencia <100%).
Células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC). En un
segundo experimento el efecto de 3’,4-O-dimetylcedrusin, 4-Ometylcedrusin y compuesto 1 en la incorporación de timidina triatado fue investigado usando células endoteliales de vena umbilical
humana (HUVEC), en concordancia con la sección 2.2.3. Las muestras al 0,5% en PEG 400 al 33% fueron probadas en diluciones dobles de 3% (150 µg/ml) hasta bajar alrededor de 0,047% (2,3 µg/ml).
Debido a que la meta del experimento fue primeramente determinar la inhibición de la incorporación de timidina y no la estimulación de la proliferación de células, la densidad inicial celular (alrededor de 16 x 103) fue más alta que en el experimento descrito en el
cap. 6.
En un experimento diferente, el 3’,4-O-dimetylcedrusin, 4-Ometylcedrusin y el compuesto 1 fueron también probados para estimulación de células endoteliales, como se describe en la sección
2.3.1, sin medir la incorporación del timidina triatado en el mismo
rango de concentración.
Finalmente un experimento especial fue ejecutado para medir
la inhibición de la incorporación de timidina de células endoteliales
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Fig. 7.3 Síntesis biomimética de lineamientos (cadenas) dihydrobenzofurano
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por compuestos sintéticos 1-4. Una serie de diluciones dobles fue
probada, comenzando desde una concentración de 250 µg/ml (250,
125, 62,5,…, hasta bajar a 0,49 µg/ml). Las monocapas de células endoteliales fueron encubadas toda la noche con los productos a ser
probados con la presencia de 5% de suero humano adulto y la incorporación de timidina triatado fue medida como se describe antes en
la sección 2.3.3. El experimento de control negativo, que también
contiene suero al 5%, y el experimento de control positivo al 30%.
7.3 Resultados y discusión
Los resultados del experimento en la incorporación de timidina, usando células BHK, son mostrados en la tabla 7.1 dada para
cada concentración de ácido ferúlico, metil ferulato, compuesto 1,
3’,4-O-dimetylcedrusin y 4-O-metylcedrusin, el número de células
estimado (confluencia = 100%) y el porcentaje de incorporación detimidina, calculado relativamente al experimento de control negativo (100%). En este caso, en contraste al cap. 6, la incorporación de
timidina por células (CPM/célula) no fue calculada porque el número de células fue aproximadamente estimado. No se observó estimulación de proliferación de células, el número de células nunca fue
significativamente más alto que en el experimento de control negativo, y nunca alcanzó el nivel del experimento de control positivo
(alrededor del 200% o capa doble de células). En este modelo experimental, el efecto protector contra la degradación del medio degenerativo, el que fue observado antes para 3’,4-O-dimetylcedrusin en
células endoteliales humanas (ver cap. 6), no podía ser reproducido
porque aún en el experimento de control negativo las células han alcanzado una confluencia final del experimento (ej.: las células son
muy resistentes a los medios degenerativos usados en el experimen-
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Fig. 7.4 Síntesis orgánica de 3’,4-O-dimetylcedrusin
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to de control negativo). A más alta concentración probada, todos los
productos fueron más o menos tóxicos para las células. Para evaluar
la inhibición de la incorporación de timidina, solamente dosis no
tóxicas deben ser tomadas en cuenta. A 5 µg/ml, el ácido ferúlico no
es citotóxico y no inhibe la incorporación de timidina. A la misma
concentración, el metylferulato es moderadamente tóxico (80% de
células sobrevivientes), pero la incorporación de timidina a disminuido a 39% (ej, 61% de inhibición). Esto indicó que la inhibición
observada en la incorporación de timidina fue solo parcial debido a
la citotoxicidad. El 3’,4-O-dimetylcedrusin no mostró toxicidad a las
células BHK en este modelo experimental a una concentración de
5 µg/ml, pero la incorporación de timidina decreció al 40% a esta
concentración. El 4-O-metylcedrusin y el compuesto 1 mostraron
alrededor de la misma toxicidad como el 3’,4-O-dimetylcedrusin. A
una concentración de 5 µg/ml, la incorporación de timidina disminuyó al 28% para el compuesto 1, donde el 4-O-metylcedrusin no
mostró ninguna actividad a esta concentración.
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Tabla 7.1 Inhibición de la incorporación de timidina en células BHK
Compuesto

(µg/ml)

Número de
de células
(%)*

ácido ferúlico

150
25
5

0
30
100

2
4
101

metilferulato

150
25
5

10
25
80

1
4
39

compuesto 1

150
25
5

20
40
100

3
6
28

250
100
50
25
12,5
5
1

0-5
25
25
30
40
100
110

4
7
7
7
8
40
92

250
100
50
25
12,5
5
1

0-5
10
20
40
50
120
120

2
4
5
8
9
113
115

0

100

100

3’,4-O-dimetylcedrusin

4-O-methyl
cedrusin

neg. control exp.
(* : 100% = confluencia)

Concentración

Thymidine
incorp.
(%)
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La inhibición de la incorporación de timidina fue por ello determinada en un segundo experimento usando células endoteliales
de vena umbilical humana (HUVEC) para 3’,4-O-dimetylcedrusin,
4-O-metylcedrusin y compuesto 1. Los resultados se muestran en la
tabla 7.2a, b y c, respectivamente, dando para cada concentración
probada el número aproximado de células por fuente, el porcentaje
de células relativo al experimento de control negativo (= 100%), la
incorporación de timidina por célula (CPM/número de células), el
porcentaje de inhibición de incorporación de timidina. Para 3’,4-Odimetylcedrusin (ver tabla 7.2a), 90% o más de las células sobreviven, y la incorporación de timidina disminuye significativamente,
en un rango de concentración de alrededor de 20 µg/ml hasta bajar
a 2 µg/ml. El 4-O-metylcedrusin (ver tabla 7.2b) mostró alrededor
de la misma citotoxicidad, pero la misma concentración no-tóxica,
la inhibición de la incorporación de timidina fue generalmente más
baja, aunque las diferencias observadas para ambos productos fueron menos pronunciadas para experimentos previos sobre células
VHK. El compuesto 1 (ver tabla 7.2c) mostró la citotoxicidad más
baja (alrededor del 98% de las células sobrevivientes a cerca de 20
µg/ml, 91% a 75 µg/ml, hay una alta inhibición en la incorporación
de timidina).
En un experimento para probar la estimulación de células endoteliales humanas (HUVEC), tal como el usado durante el bioensayo guiado del fraccionamiento de la sangre de drago (ver cap. 4),
ni el compuesto 1 sintético como tampoco el 4-O-metylcedrusin
natural estimularon las células endoteliales (o mostraron algún efecto protector contra la degradación de las células en un medio degenerativo), diferencia del 3’,4-O-dimetylcedrusin. Esto muestra que
la inhibición de la incorporación de timidina es más bien un diseño
general de este tipo de compuestos, donde la actividad biológica del
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3’,4-O-dimetylcedrusin (ej.: el efecto protector) es mucho más específico ya que se pierde cuando el grupo 3’-O-metyl es removido. Los
compuestos inhibidos de incorporación timidina (o síntesis DNA)
que fueron index sensitivos a la proliferación celular, sin ser tóxicos
podrían ser útiles como agentes antitumorales. Es interesante notar
que en la medicina tradicional de América del Sur, la sangre de drago no es solamente usada para la curación de heridas, sino también
contra el cáncer (Hartwell, 1969).
Para investigar la inhibición de la incorporación de timidina en
células endoteliales en mayor detalle, racemic sintético 3’,4-O-dimetylcedrusin (compuesto 4) fue preparado por síntesis orgánica, y
la actividad biológica de este compuesto y sus precursores sintéticos
fue determinada. Los resultados de los compuestos 1-4 son mostrados en la fig. 7.5a y b. La inhibición de la incorporación de timidina
es muy similar para los compuestos 1-3, pero mucho más pronunciada para el compuesto 4. En este experimento ejecutado en monocapas de células endoteliales, no se observó citotoxicidad para el
compuesto 3, el compuesto 4 fue citotóxico hasta bajar a una concentración de alrededor de 250 µg/ml, 2 bajado hasta alrededor de
125 µg/ml y 1 bajado alrededor de 16 µg/ml. Estos resultados indicaron que el 3’,4-O-dimetylcedrusin resultó ser un mejor inhibidor
de incorporación de timidina en células endoteliales que sus precursores sintéticos 1-3. Al momento se conoce que si ambos enanciómeros de 3’,4-O-dimetylcedrusin o solamente una forma enanciomérica son biológicamente activas, la separación enanciómera es
necesaria para responder esta pregunta.
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Tabla 7.2
Inhibición de la incorporación de timidina en HUVEC
mediante (a) 3’,4-O-dimethylcedrusin; (b) 4-O-methylcedrusin
(a)
Concentración
(µg/ml)

Número de
células/
frente

%

CPM/
células

150

0

0

-

Thym.
incorp.
%

Inhib.
%

-

-

75

17000

60

0,07629

2

98

37,5

24000

84

0,39700

11

89

18,75

25000

88

0,59576

16

84

9,375

26000

91

0,76223

21

79

4,6875

27000

95

1,30781

35

65

2,34375

27000

95

2,42096

65

36

0,0

28500

100

3,70377

100

0

%

CPM/
células

Thym.
incorp.
%

0

-

-

-

(b)
Concentración
(µg/ml)

Número de
células/
frente

Inhib.
%

150

0

75

23000

81

0,13248

4

96

37,5

25000

88

0,34916

9

91

18,75

26000

91

0,89862

24

76

9,375

26000

91

1,311012

35

65

4,6875

27000

95

266704

72

28

2,34375

27000

95

3,51294

95

5

0,0

28500

100

3,70337

100

0
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Tabla 7.2 (Continuación). (c) compuesto 1
(c)
Concentración
(µg/ml)

Número de
células/
frente

%

CPM/
células

Thym.
incorp.
%

Inhib.
%

150

24000

84

0,15546

4

96

75

26000

91

0,44131

12

88

37,5

26000

91

0,61992

17

83

18,75

28000

98

1,26400

34

66

9,375

28000

98

2,28782

62

38

4,6875

28000

98

2,85550

77

23

2,34375

28000

98

2,88811

78

22

0,0

28500

100

3,70337

100

0
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CPM
Miles

(a)

CPM
Miles

(b)

–■–Compuesto 1

–◆– Compuesto 2

–▲–Compuesto 3

–❒–Compuesto 4

–✧– Control negativo

–∆–Control positivo

Fig. 7.5 Inhibición de la incorporación de timidina en células endoteliales
para compuestos 1 - 4: (a) 0 - 20 µg/ml; (b) 0 - 250 µg/ml
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7.4 Conclusión
Se encontró que la oxidación biomimética del metylferulato es
un método directo para la síntesis orgánica del esqueleto primario
dihydrobenzofurano. El 4-O-metylcedrusin natural, el racemic sintético y natural 3’,4-O-dimetylcedrusin, y los precursores sintéticos
de los últimos compuestos, inhibieron la incorporación de timidina
en los riñones de bebé hamster (BHK) y las células endoteliales de
vena umbilical humana (HUVEC). Una variedd más amplia de derivados sintéticos, y cantidades más grandes de 3’,4-O-dimetylcedrusin, y 4-0-metylcedrusin para ser obtenidas por síntesis orgánica
son necesarias para estudiar sus actividades biológicas con más detalle.
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8. ACTIVIDAD DE CURACIÓN DE HERIDA
IN VIVO CON SANGRE DE DRAGO,
DE 3’,4-O-DIMETYLCEDRUSIN Y TASPINA
8.1 Introducción
El bioensayo guiado de aislamiento del principio (s) de curación de herida con sangre de drago, sistema de prueba in vitro para
la estimulación de células endoteliales de vena umbilical humana
fue usado ya que las pruebas guiadas in vivo fueron excluidas por razones práctivas (ver sección 2.3.1 y 4.2.2). De esta manera el 3’,4-Odimetylcedrusin fue aislado del extracto éter dietil de sangre de drago como el principio biológicamente activo. En este capítulo la evaluación de la actividad de curación de heridas de este compuesto
probado en ratas in vivo es descrito en comparación con la sangre de
drago cruda. La taspina alcaloide también fue probada, ya que este
compuesto se ha reportado como un primer curador de heridas en
sangre de drago por Vaisberg y col. (1989). Estos autores observaron
que la una aumentaba la fuerza del rompimiento necesaria para
abrir una herida (1 cm de incisión) sobre ratones tratados localmente durante 48 horas con una dilución al 10% de sangre de drago o
solución al 0,01 % de taspina hidroclórida (ver sección 4.2.1).
8.2

Sección experimental

Experimentos in vivo. En un primer experimento en ratas in vivo llevado a cabo como se describe en la sección 2.3.4, el 3’,4-O-di-
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metylcedrusin fue aplicado como un ungüento 0,05%. Un ungüento glycol polietileno (PEG), que consistía de PEG 4000 (29,5%),
PEG 400 (53%), alcohol cetyl (4,2%) y agua (13,3%) fue usado. La
taspina fue probada en dos concentraciones diferentes, incluyendo
0,05% (la misma concentración como el ungüento 3’,4-O-dimetylcedrusin) y 0,005% (como se observó antes en la cilotoxicidad in vitro) usando el mismo ungüento PEG.
En el segundo experimento las heridas sólo fueron de alrededor
de 2 cm de diámetro (dos heridas en cada una y cada tratamiento
fue probado en un par de ratas, el 3’,4-O-dimetylcedrusin fue aplicado como un ungüento al 0,0014% y taspina como un ungüento al
0,09% el que corresponde a la concentración actual de sangre de
drago usando el mismo ungüento PEG como el primer experimento. La fracción polyfenólica de la sangre de drago, (fracción SDD-BE
ver sección 4.2.2) fue aplicada a una solución al 7% en agua destilada (ya que 6,8 g de SDD-BE fue aislada de 100 ml de sangre de drago, correspondiente a una concentración de alrededor 7%). El resultado de este tratamiento fue comparado con ratas tratadas con una
solución al 7% de compuesto sintético polyfenólico, preparado por
condensación de taxifolino y catequino (ver abajo). Después de solamente 15 días de tratamiento todas las ratas fueron sacrificadas y
las áreas de herida cortadas para ser preparadas para evaluación por
microscopio.
En ambos experimentos, cada tratamiento fue comparado con
ratas no tratadas, ratas tratadas con ungüento con placebo y ratas
tratadas con sangre de drago cruda.
Preparación de polyfenoles sintéticos. Para producir proantocyanidinos diméricos u oligoméricos, se llevó a cabo una reacción de
condensación de taxifolin y catequino en nitrógeno. El mecanismo
de reacción demostrado en la fig. 8.1.
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Fig. 8.1 Reacción de condensación de (±)-taxifolino y (+)-catequino
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2 g de (±)-taxifolino (taxifolin racémico) (Sigma) fueron disueltos en 50 ml de etanol. 50 ml de un 4% de solución de NaBH4
(Janssen Chimica) fueron añadidos sobre un período de 40 min.,
para efectuar la completa reducción del taxifolin. En seguida 5g de
(+)-catequino (Sigma), disueltos en 35 ml de etanol fueron añadidos, y el pH de esta solución fue llevado hasta 4 con ácido acético
glacial, y después de alrededor de 1 con ácido hidroclórico concentrado. Después de escurrir por alrededor de 5 horas a temperatura
ambiental bajo nitrógeno, 100 ml de agua se añadió, y la mezcla de
reacción fue extraída con acetato etil (3x250 ml). El extracto acetato
etil conteniendo los compuestos polifenólicos fue concentrado bajo
presión reducida, lavado con agua y evaporado hasta secarse. Este
residuo fue analizado mediante TLC en gel de sílica usando acetato
etil/agua/ácido fórmico/ácido acético (75/20/3/2) como la fase móvil. Después de rociado con ácido sulfúrico en etanol al 5% y 1% de
vanillin en metanol y calentado los platos a 120°C, los compuestos
fenólicos desarrollaron puntos rojo-café (De Bruyne y col., 1992).
8.3 Resultados y discusión
La evaluación macroscópica del proceso de curación de heridas
en ratas tratadas con 3’,4-O-dimetylcedrusin (0,05%) o taspina
(0,05% y 0,005%) en el primer experimento in vivo no reveló diferencias importantes con aquellas ratas tratadas con un ungüento de
placebo, con respecto a la contracción inicial del tejido o formación
de una costra, ej.: la contracción del tejido ocurrió después de alrededor de una semana, o ninguna contracción se observó. Sin embargo las dos ratas no tratadas mostraron una contracción de tejido
después de 2 y 8 días, respectivamente. Esto indicó que simplemente la aplicación de un ungüento (o al menos un ungüento PEG co-
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mo se usó en este experimento) interfiere con la contracción del tejido. El resultado más sorprendente fue obtenido por aquellas ratas
tratadas con sangre de drago. Después de solamente un día, la contracción de tejido ocurrió para ambas ratas, y el área completa de la
herida fue cubierta con una costra obscura. Después de cuatro semanas de tratamiento, estas ratas mostraron heridas que habían sido mejor curadas que con cualquier otro tratamiento o sin ningún
tratamiento.
Algunas otras observaciones interesantes podrían hacerse bajo
la evaluación microscópica de los cortes preparados de las heridas
después de un mes de tratamiento. La evaluación de las preparaciones microscópicas de aquellas ratas tratadas con sangre de drago pura revelaron que casi ninguna diferencia pudo ser observada entre
los viejos, no dañados y tejidos nuevamente formados, indicando un
proceso muy efectivo de curación. La formación de una nueva capa
epidemial fue casi completa, y mejor que en las ratas no tratadas, y
ratas tratadas con taspina o ungüento placebo. Nuevos folículos de
pelo se hicieron presentes. Preparaciones microscópicas tratadas
con 3’,4-O-dimetylcedrusin (0,05%) también mostraron la presencia de una nueva capa epidermial menos pronunciada que después
del tratamiento con sangre de drago, pero mejor que cualquier otro
tratamiento o ningún tratamiento en ratas. La formación de nuevos
folículos de pelos, aunque también menos pronunciados, fueron
igualmente observadas.
Los resultados obtenidos en el primer experimento in vivo indicaron que un ungüento conteniendo 0,05% de 3’,4-O-dimetylcedrusin mejoró el proceso de curación de heridas en ratas. El 3’,4-Odimetylcedrusin fue identificado como el principio biológicamente
activo en sangre de drago por un bioensayo guiado de fraccionamiento usando un sistema de prueba in vitro para estimulación de
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células endoteliales (ver cap. 4). Se encontró que este compuesto tenía los mismos efectos biológicos sobre fibroblastos de piel humana
y células epiteliales humanas (ver cap. 6). La hipótesis de que estos
efectos in vitro podrían, al menos parcialmente, ser responsables para el efecto de curación de heridas con sangre de drago, fue confirmada por los resultados obtenidos en este experimento in vivo, pero faltó explicar por qué el tratamiento con sangre de drago produjo el mejor resultado. Varias explicaciones fueron posibles. Primero,
sólo una concentración de 3’,4-O-dimetylcedrusin fue probada y esa
no podría ser la óptima. En los experimentos in vitro se observó que
las concentraciones solamente un poquito más altas que las concentraciones activas fueron tóxicas para las células. Segundo, es notorio
en la evaluación macroscópicas del proceso de curación de heridas
in vivo que el tratamiento con sangre de drago tiene un efecto adicional favorable de curación de heridas, el cual puede ser de una naturaleza física en lugar de bioquímica, ya que después de sólo un día
de tratamiento, la herida completa fue cubierta con una costra oscura, en contraste con todos los otros tratamientos o no tratamientos
con ratas. Para entender esto, debe comprenderse que hasta el 90%
del peso seco de la sangre de drago consiste de compuestos polifenólicos (proantocyanidinas), derivadas principalmente del galocatequino y epigalocatequino (ver fig. 8.2). Además para (+)-catequino,
(-)-epicatequino, (+)-galocatequino, (-)-epicatequino, y procyanidinos diméricos B-1 (epicatequino- (4ß-8)-catequino y B-4 (catequino-(4a-8)-epicatequino), varios otros proantocyanidinos diméricos y triméricos fueron aislados e identificados por Cai y col.
(1991) como el catequino-(4a-8)-epigalocatequino, galocatequino(4a-8)-epicatequino, galocatequino-(4a-6)-epigalocatequino, catequino-(4a-8)-galocatequino-(4a-8)-galocatequino, y galocatequino-(4a-8)-galocatequino-(4a-8)-epigalocatequino. Oligómeros
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Fig. 8.2 (a) galocaquetino y (b) epigalocatequino

más altos también fueron obtenidos. Cuando se aplicó a una herida
abierta, estos polifenoles podían precipitar células de proteínas y
formar una costra artificial cubriendo la herida. Esto podría explicarse porque tratando las heridas con sangre de drago cruda se produjo mejor resultado que con el 3’,4-O-dimetylcedrusin que fue un
componente biológicamente activo in vitro de la sangre de drago. Ni
la fracción polifenólica en sí misma (fracción SDD-BE, ver sección
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4.2.2) ni tampoco el galocatequino o epilogalocatequino, los que
fueron aislados de la sangre de drago (De Bruyne y col., 1992) mostraron estimulación de células endoteliales humanas en nuestro sistema de prueba in vitro.
Teniendo estos resultados en mente, se pensó realizar un segundo experimento in vivo. En este experimento, el 3’,4-O-dimetylcedrusin y la taspina fueron también probados como un ungüento
PEG, pero en este caso exactamente la misma concentración fue
usada para ambos compuestos como en la sangre de drago pura. Esta fracción polifenólica de la sangre de drago, que fue extraída antes
como SDD-BE (ver sección 4.2.2), fue aplicada como una solución,
también a la misma concentración como a la sangre de drago pura.
En los proantocyanidinos oligoméricos aislados de la sangre de drago, se observó un contenido excepcionalmente alto de galocatequino y epilogalocatequino. Los proantocyanidinos derivados principalmente de los galocatequinos y epilogalocatequinos (prodelfinidinos), tales como en la sangre de drago, son más raros en la naturaleza. La mayoría de proantocyanidinos oligoméricos y poligoméricos encontrados hasta hoy tienen un contenido más alto de catequino y epicatequinos (procyanidinos). Por ello el tratamiento con la
fracción polifenólica de la sangre de drago fue comparado con ratas
tratadas con una solución de procyanidinos sintéticos (principalmente dímeros), teniendo la misma concentración. Estos procyanidinos fueron preparados madiante una reacción de condensación de
(±)-taxifolino (taxifolino racémico) y (+)-catequino. El producto de
la reacción consistía principalmente de procyanidinos diméricos
(ver fig. 8.1), una menor cantidad de procyanidinos triméricos, una
mayor cantidad de residuo catequino y escasas taxifolinas residuales.
Comenzando desde 2 g de taxifolina, la máxima teoría que da como
resultado cerca de 4g de procyanidinos diméricos o 3g de procyani-

Los constituyentes biológicamente activos de la sangre de drago / 199

dinos triméricos, debido a que solamente la unidad terminal más
baja de los procyanidinos oligoméricos sintéticos es derivada del catequino. Cuatro procyanidinos diméricos diferentes se obtendrán
mediante la condensación de racemic (±)-taxifolina y (+)-catequino, incluyendo(+)-catequino-(4a-8)-(+)-catequino (o procyanidina B-3, ver fig. 8.1), (+)-catequino-(4a-6)-(+)-catequino (o procyanidino B-6), (-)-catequino-(4ß-8)-(+)-catequino, y (-)-catequino-(4ß-8)-(+)-catequino. Se conoce en este tipo de reacciones de
condensación se obtienen procyanidinos unidos de 4-8 en un resultado mucho más amplio (cerca de 5 a 1) que de sus isómeros unidos
de 4-6, debido a la baja dificultad de paso en caso de la unión 4-8.
Por ello el procyanidino B-3 y su diastercomero (-)-catequino-(4ß8)-(+)-catequino puede ser considerado el principal producto de
reacción. Un acercamiento por el nucleofílico (+)-catequino es presumiblemente favorecido del lado menos dificultoso del ion 4-carbenium, así, predominantemente guiado hacia un 3,4, trans estereoquímica, como en proantocynidinos que ocurren naturalmente. Los
compuestos numéricos son más nucleofilicos que los monómeros.
Por ello, para obtener más altos resultados de procyanidinos triméricos, menos (+)-catequino relativo a taxofolina, deberían ser usados (Kolodziej, 1986).
La evaluación microscópica del proceso de curación de heridas
durante un segundo experimento in vivo revela que en aquellas heridas tratadas con sangre de drago cruda, la fracción polifenólica de
la sangre de drago y los proantocyanidinos sintéticos, fueron casi inmediatamente cubiertos con una costra, (ej.: en un día 1). Cuando
se trató la herida con la misma sangre de drago, esta costra fue gruesa y oscura, con la fracción polifenólica de la sangre de drago gruesa y más bien café, pero cuando se trató con los proantocyanidinos
sintéticos solamente se observó una capa delgada café. Esto indicó
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que la fracción polifenólica de la sangre de drago fue realmente responsable de la formación de esta costra gruesa, oscura. Los proantocyanidinos sintéticos mostraron básicamente el mismo efecto
aunque menos pronunciado. Esto puede ser debido al hecho de que
los oligómeros más altos presentes en la sangre de drago, son más
efectivos que los compuestos diméricos. Para confirmar esto, los oligómeros más altos de las series procyanydinas, aislados de otras
plantas de preparación mediane síntesis orgánica, deberían ser probados. El área de herida, medida en los días, 1, 5, 8, 11 y 16 son mostradas en la fig. 8.3 para cada tratamiento. Obviamente, el tratamiento con una solución acuosa de polifenoles (D-E-F) produjo
una contracción inicial del tejido. El mismo fenómeno fue observado en el primer experimento in vivo. En el futuro, otras maneras de
aplicar los compuestos a ser probados deberían ser probados, ej.:
otros ungüentos o aplicación de soluciones viscosas tales como la
misma sangre de drago. Después de cerca de 11 días de tratamiento,
una segunda fase de contracción del tejido se observó, y todas las
curvas en la fig. 8.3 convergieron. Para ambas heridas, el ungüento
conteniendo 0,0014% de 3’,4-O-dimetylcedrusin pareció producir
la contracción más extensa del tejido, aunque las diferencias observadas fueron relativamente menores. En este experimento las diferencias observadas por la evaluación a microscopio de las heridas
fueron menos pronunciadas que en el primer experimento in vivo
porque los cortes fueron preparados después de solamente 15 días
de tratamiento. En general los resultados del primer experimento
fueron confirmados.
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Área (cm2)

HERIDA EN LA PARTE SUPERIOR

DÍA DE TRATAMIENTO

Área (cm2)

HERIDA EN LA PARTE INFERIOR

DÍA DE TRATAMIENTO

Fig. 8.3 Contracción del tejido. Tratamiento con
A: 3’,4-O-dimetylcedrusin 0,0014% en PEG
B: taspina 0,09% en PEG
C: PEG experimento de control

D: sangre de drago
E: fracción polifenólica de sangre de drago
F: procyanidinos sintéticos
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8.4 Conclusión
En los experimentos in vivo en ratas, para evaluar la actividad
de curación de heridas con la sangre de drago, el 3’,4-O-dimetylcedrusin y la taspina, confirmaron el efecto de curación de herida con
la sangre de drago cruda, la que es usada para este propósito en la
medicina tradicional sudamericana. El 3’,4-O-dimetylcedrusin, que
fue identificado también como el principio biológicamente activo
mediante el aislamiento del bioensayo guiado in vitro, también mejoró la curación de herida in vivo. El efecto de curación de herida
con sangre de drago pura, fue mejor que aquellos observados para
los ungüentos que contenían 3’,4-O-dimetylcedrusin. Esto se debió
al efecto físico de los polifenoles, presentes en la sangre de drago, los
que precipitaban las proteínas de las células y formaban la costra oscura que cubre la herida.
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9. RESUMEN Y CONCLUSIÓN
La sangre de drago, (sangre de dragón), también llamada sangre de grado, es un látex de sangre-rojo, producido por varias especies sudamericanas Croton incluyendo a Croton Lechleri, Croton draconoides (o Croton palanostigma) y Croton erythochilus, es ampliamente usado en la medicina tradicional local por su actividad de curación de heridas. El género Croton pertenece a la familia de la planta Eufobiaceae y es conocido que muchas especies de Euforbiaceae y
Tymelaeaceae contienen ésteres diterpene que promueven tumores.
Debido a la posibilidad de que la sangre de drago contenga tales
componentes, no deberá ser descartada, esto fue investigado primero antes de empezar la fraccionación en un bioensayo guiado. Ningún éster de diterpene se encontró.
Para el bioensayo guiado de fraccionamiento de la sangre de
drago, y también para la evalución de la actividad biológica de los
compuestos aislados, se seleccionó un sistema de prueba in vitro para la estimulación de células endoteliales de vena umbilical humana
como el modelo experimental más apropiado, ya que los test guiados in vivo para curación de heridas fueron excluidos por razones
prácticas. El bioensayo guiado de fraccionamiento mostró que el extracto de éter dietil es debido a un alineamiento dihydrobenzofurano. Este compuesto fue identificado como 3’,4-O-dimetylcedrusin
(o 4-O-metyldihydrodehydrodiconiferylalcohol, o 2-(3’,4’-dimetoxyfenyl)-3-hydroxymethyl-2,3-dihydro-7-metoxybenzofurano-5n-propanol) mediante el espectroscopio, incluyendo el espectrosco-
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pio de resonancia magnética nuclear 1H y 13C, métodos RMN bidimensionales, y espectrocopia de masa y por uso extensivo de base de
datos computarizada RMN 13C. Este compuesto también estimuló
las células epiteliales del pigmento de retina humana y los fibroblastos de piel humana en sistemas de pruebas similares in vitro. El extracto éter dietil también contenía otro alineamiento dihydrobenzofurano, el 4-O-metylcedrusin (o 2-(3’,4’-dimetoxyfenil)-3-hydroxymetil-2,3-dihydro-7-hydroxybenzofurano-5-n-propanol), el cual
no estuvo activo en los mismos bioensayos in vitro. Esta fue la primera vez que cualquier compuesto fue aislado de sus fuentes naturales.
El alcaloide taspina, el cual se reportó antes como un constituyente de la sangre de drago, fue aislado del extracto de cloroformo
de la sangre de drago alcalina e identificado mediante el espectroscopio. Este compuesto no mostró ninguna estimulación de células
endoteliales, células epiteliales o fibroblastos, pero la citotóxica bajó
hasta una concentración de 0,3 µg/ml.
Una incorporación de ensayo de timidina mostró que el 3’,4-Odimetylcedrusin inhibió la incorporación de timidina triatado en
células endoteliales de vena umbilical humana. Esto indicó que la estimulación de diferentes tipos de células puede estar relacionada con
un efecto protector contra la degradación de las células en un medio
degenerativo, tal como se usó en estos experimentos, pero que la
proliferación de células no aumentó. El derivado dihydrobenzofurano sintético fue preparado de metylferulato mediante la dimerización biomimética oxidada. El 4-O-metylcedrusin natural, racemic
sintético 3’,4-O-dimetylcedrusin y los precursores sintéticos de los
últimos compuestos también inhibieron la incorporación de timidina en células endoteliales.
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Los experimentos in vivo en ratas para evaluar la actividad de
curación de heridas, confirmaron el efecto de curación de herida
con sangre de drago cruda. El 3’,4-O-dimetylcedrusin también mejoró la curación de heridas in vivo. El efecto de curación de heridas
con la sangre de drago cruda fue mejor que aquella observada con
los ungüentos que contenían 3’,4-O-dimetylcedrusin. Esto se debió
a un efecto físico de los polifenoles presentes en la sangre de drago,
que precipitaban las proteínas de las células y formaban una costra
oscura que protegía la herida.
En conclusión, hemos podido confirmar el efecto benéfico de la
droga tradicional sudamericana, sangre de drago, sobre la curación
de heridas. Hemos aislado un lineamiento dihydrobenzofurano,
3’,4-O-dimetylcedrusin como un componente biológicamente activo in vitro, y confirmó que este compuesto fue, al menos, parcialmente responsable de la actividad in vivo de curación de heridas con
sangre de drago.

